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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้ศึกษาการคัดแยกยีสต์และประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซ โดยยีสต์
ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก จังหวัดปัตตานี ยีสต์ที่คัดแยกได้ที่
สามารถบ าบัดสีย้อมอะโซที่ใช้ศึกษาได้ดีที่สุดคือ ไอโซเลต co 6 เมื่อน าไประบุสายพันธุ์ของยีสต์ชนิดนี้
โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26S rRNA เทียบกับฐานข้อมูล พบว่ายีสต์สายพันธุ์ดัง
กล่าวคือ Pichia kudriavzevii และพบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีย้อม Acid Red 73 
ได้ดีที่สุดจากสีย้อมโซทั้ง 11 ชนิด โดยยีสต์ P. kudriavzevii สามารถบ าบัดได้ 100% ภายเวลาใน
ระยะเวลา 5 ชั่วโมง ด้วยกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพไม่ใช่การดูดซับบนผิวเซลล์ นอกจากนี้ได้มี
การศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่มีต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ 
P. kudriavzevii พบว่าที่ความเข้มข้นของสีเริ่มต้น 25-500 และ 800-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์
สามารถบ าบัดสีได้มากกว่า 99% ภายในเวลา 10 และ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ และที่ความเข้มข้นของ
กลูโคสและซูโครส 2 กรัมต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถบ าบัดสีได้ 100% ภายในเวลา 10 
ชั่วโมง ซึ่งให้ผลไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≥0.05) ขณะที่แอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย ความ
เข้มข้น 0.5-6 กรัมต่อลิตร มีผลต่อการบ าบัดสีไม่แตกต่างกัน คือบ าบัดได้มากกว่า 97% ภายในเวลา 
10 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว่าการไม่เติมแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ยีสต์ก็ยังสามารถบ าบัดสีได้สูง
ถึง 64 และ 87% ตามล าดับ ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถเจริญและท างานได้ดีในสภาวะที่มีค่าพี
เอช 4.0-9.0 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 160 รอบต่อนาที และทนต่อสภาวะที่มีความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) สูงถึง 50 กรัมต่อลิตร โดยสามารถบ าบัดสีได้ 96% ภายในเวลา 24 ชั่วโมง 
นอกจากนี้ยังได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการ
บ าบัดด้วยเทคนิค UV–Visible spectrophotometry, Fourier Transform Infrared Spectro- 
scopy (FTIR) และ Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) พบว่าโครงสร้างของสี 
Acid Red 73 หลังการบ าบัดมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับสีย้อมก่อนบ าบัด แสดงถึงการถูกย่อย
สลายของสีเพ่ือเปลี่ยนไปเป็นสารเมตาบอไลท์ชนิดอ่ืน ๆ ที่สามารถท านายวิถีที่เป็นไปได้ในการย่อย
สลายของสีย้อม Acid Red 73 และจากการศึกษาความเป็นพิษที่มีต่อต้นพืช 3 ชนิดคือ ถั่วเขียว 
(Vigna radiata) ผักบุ้ง (Ipomoea aquatica) และผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) พบว่า
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สารละลายสีย้อมหลังการบ าบัดมีความเป็นพิษต่อพืชที่ใช้ในการทดลองลดลงเมื่อเทียบกับสีย้อมก่อน
การบ าบัด นอกจากนี้ได้มีการศึกษาการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ในระบบถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่อง 
(Continuous system) พบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้มากกว่า 95% ตลอดระยะ 
เวลาการทดลองต่อเนื่อง 10 วัน ที่ความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
ผลการศึกษาพบว่าสารละลายหลังจากการบ าบัดมีค่าซีโอดีลดลงจาก 4,417 มิลลิกรัมต่อลิตร เหลือ 
641 มิลลิกรัมต่อลิตรในสารละลายหลังบ าบัด โดยคิดเป็นประสิทธิภาพการก าจัดซีโอดีได้เท่ากับ 85% 
ดังนั้นจึงมีความน่าสนใจในการศึกษาต่อยอดงานวิจัยนี้เพ่ือน ายีสต์ P. kudriavzevii ไปใช้ในการ
บ าบัดน้ าเสียที่ปนเปื้อนด้วยสีย้อมต่อไป 
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ABSTRACT 
 This work presents an isolation of yeast capable of azo dye decolori- 
zation from soil collected from wastewater discharging route of batik dyeing factory 
in Pattani Province. It was found that the isolated yeast strain co.6 could effectively 
decolorize azo dyes. By nucleotide sequential analysis based on 26S rRNA and 
compared to the database, the strain was identified as Pichia kudriavzevii. Among 11 
types of azo dye used in this study, P. kudriavzevii exhibited the best performance 
for decolorizing Acid Red 73 with 100% efficiency within 5 hours. The decolorization 
took place via biodegradation mechanism without absorbing on the cell surface. 
Furthermore, various parameters affecting the performance of P. kudriavzevii on Acid 
Red 73 decolorization were investigated. At the initial dye concentrations of 25-500 
mg/L and 800-1000 mg/L, P. kudriavzevii decolorized the dye more than 99% 
efficiency within 10 and 24 hours, respectively. At a concentration of 2 g/L of glucose 
and sucrose, P. kudriavzevii showed 100% of decolorization efficiency within 10 
hours with insignificant difference (p≥0.05). ammonium sulfate ((NH4)2SO4) and urea in 
the range of 0.5-6 g/L insignificantly resulted in a complete decolorization more than 
97% within 10 hours. It was also found that, without adding carbon and nitrogen 
source, P. kudriavzevii still exhibited high decolorization efficiency of 64 and 87%, 
respectively. P. kudriavzevii grew and worked well at pH 4.0-9.0, 35 °C, 160 rpm, and 
could tolerate high sodium chloride (NaCl) concentrations up to 50 g/L with 96% 
decolorization efficiency within 24 hours. In addition, the structure of Acid Red 73 
before and after degradation was studied using UV-Visible spectrophotometry, 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Gas Chromatography Mass 
Spectrometer (GC-MS). It was found that the dye structure after treatment changed 
compared to that before treatment, indicating that the dye molecule was degraded 
(8) 
 
to form metabolites. These metabolites could be used for proposing the possible 
pathway for the degradation of Acid Red 73. The toxicity of the metabolites was also 
tested with 3 types of plants which were Vigna radiata, Ipomoea aquatica and 
Brassica pekinensis. The metabolites were found to be less toxic to plants than the 
dye before decolorization. Deolorization of Acid Red 73 in a continuous flow reactor 
was also performed in this study. It was found that, at the initial dye concentration of 
Acid Red 73 100 mg/L, P. kudriavzevii maintained decolorization efficiency higher 
than 95% throughout 10 days of the experiment. This continuous treatment system 
also effectively reduced COD of the dye solution, decreasing from 4,417 mg/L in the 
influent to 641 mg/L in the effluent with 85.4% COD removal. Therefore, the results 
indicate that the isolated yeast P. kudriavzevii has a potential for the application of 
treating azo dye contaminated wastewater. 
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3.2.2 ศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพในการบ าบัดสีย้อมอะโซของ 
        ยีสต์ทีคัดแยกได้ในระบบแบบกะ (Batch system) 
34 
3.2.2.1 การเตรียมเชื้อ 34 
3.2.2.2 ความเข้มข้นของสีเริ่มต้น 34 
3.2.2.3 ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน 34 
3.2.2.4 ชนิดและปริมาณของแหล่งไนโตรเจน 35 
3.2.2.5 ปริมาณของโซเดียมคลอไรด์ 35 
3.2.2.6 อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อระหว่างการบ าบัดสีย้อม 35 
3.2.2.7 ค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 35 
3.2.2.8 ความเร็วรอบในการเขย่า 35 
3.2.2.9 การวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ 36 
3.2.2.10 การศึกษาผลของพารามิเตอร์ที่ดีที่สุดต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี 
             ย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ 
36 
3.2.2.11 การศึกษาการก าจัดบ าบัดสีย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ในสภาวะ 
            ที่ไม่มีแหล่งอาหาร 
36 
  
(12) 
 
สารบัญ (ต่อ)  
หน้า 
3.2.3 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมอะโซหลังการบ าบัด 
         ด้วยยีสต์ที่เแยกได้ 
37 
3.2.3.1 การเตรียมตัวอย่าง 37 
3.2.3.2 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UV–Visible spectrophotometer 37 
3.2.3.3 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy  
            (FTIR) 
38 
3.2.3.4 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas Chromatography Mass Spectrometer  
            (GC-MS) 
38 
3.2.4 การศึกษาความเป็นพิษของสารเมตาบอไลต์ที่มีผลต่อพืช 38 
3.2.5 ศึกษาการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่อง 
(Continuous system) 
39 
3.2.5.1 การออกแบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank  
            reactor: CSTR)   
39 
3.2.5.2 การเดินระบบ 40 
3.2.5.3 การหาค่าซีโอดี (Chemical Oxygen Demand: COD) 40 
3.2.5.4 การหาปริมาณสารแขวนลอย (Suspended Solid) 41 
3.2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยสถิติ 42 
บทที่ 4 ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 42 
4.1 ลักษณะทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดิน 43 
4.2 การคัดแยกและระบุสายพันธุ์ของยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสี  
     ย้อมอะโซ 
43 
4.2.1 การคัดแยกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซ 43 
4.2.2 การระบุสายพันธุ์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ 48 
4.2.3 การคัดเลือกชนิดของสีย้อมอะโซที่ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดได้ดีที่  
        สุด 
49 
4.3 การศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่มีต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid 
Red 73 ของยีสต์ P. kudriavzevii 
52 
  
(13) 
 
สารบัญ (ต่อ) 
หน้า 
4.3.1 ความเข้มข้นเริ่มต้นของสีย้อม Acid Red 73 52 
4.3.2 ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 54 
4.3.3 ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 56 
4.3.4 ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 58 
4.3.5 ค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 61 
4.3.6 อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อต่อการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73   62 
4.3.7 ความเร็วรอบในการเขย่า 63 
4.3.8 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
64 
4.3.9 ผลการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ในสภาวะที่ไม่มีอาหาร 65 
4.4 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการ
บ าบัด ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
66 
4.4.1 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสเปตรัมของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยเทคนิค UV 
Visible spectrophotometry 
66 
4.4.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสเปกตรัมของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยเทคนิค 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
67 
4.4.3 ศึกษาชนิดของสารเมตาบอไลท์ที่เกิดข้ึนในการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 
ด้วยเครื่อง Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) และการ 
ท านายวิถีท่ีเป็นไปได้ในการย่อยสลายทางชีวภาพของสีย้อม Acid Red 73   
68 
4.5 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriav zevii 
77 
4.5.1 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดที่มีผลต่อต้นผักบุ้ง 
(Ipomoea aquatica) 
75 
4.5.2 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดที่มีผลต่อต้นถั่วเขียว  
        (Vigna radiata) 
80 
4.5.3 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดที่มีผลต่อต้นผักกาด  
        กวางตุ้ง (Brassica pekinensis) 
84 
  
  
(14) 
 
สารบัญ (ต่อ) 
หน้า 
4.6 การศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซ Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P.kudriavzevii 
ในถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง Continuous stirred tank reactor: CSTR) 
88 
4.6.1 การก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ในถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) ด้วย 
ยีสต์ P. kudriavzevii 
88 
4.6.2 ค่าซีโอดีของสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวน 
ต่อเนื่อง (CSTR) ก่อนและหลังการบ าบัด ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
89 
4.6.3 ปริมาณของแข็งแขวนลอย ก่อนและหลังการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ใน 
ระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
90 
บทที่ 5 สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 93 
บรรณานุกรม 95 
ภาคผนวก ก วิธีการวิเคราะห์ 101 
ภาคผนวก ข ผลการวิเคราะห์ 105 
ประวัติผู้เขียน 121 
 
 
 
 
 
 
  
(15) 
 
สารบัญตาราง 
  หน้า 
ตารางที่ 2.1 การเลือกใช้สีย้อมแต่ละชนิดในการย้อมเส้นใยหรือวัสดุในอุตสาหกรรม 6 
ตารางที่ 2.2 ค่ามาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม
และน้ าเสียจากโรงงานย้อมผ้า 
13 
ตารางที่ 2.3 การเปรียบเทียบพารามิเตอร์ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพ 14 
ตารางที ่2.4 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้จาก
ตัวอย่างดินโคลนของงานวิจัยต่าง ๆ 
21 
ตารางที่ 2.5 ความเป็นพิษของสารเมตาบอไลท์ที่เกิดขึ้นหลังจากการย่อยสลายหมู่อะโซ
ในโครงสร้างของสีย้อมอะโซแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
25 
ตารางที่ 4.1 จ านวนโคโลนีของยีสต์ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อม
ผ้าบาติกด้วยอาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ 
44 
ตารางที่ 4.2 การจัดกลุ่มไอโซเลตของยีสต์ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของ
โรงงานย้อมผ้าบาติกด้วยอาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ 
45 
ตารางที่ 4.3  ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ของยีสต์ไอโซเลตที่คัดเลือก
ได้จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก 
46 
ตารางที่ 4.4 การก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ของยีสต์ P. kudriavzevii   50 
ตารางที่ 4.5 สารเมตาบอไลต์ที่พบเมื่อวิเคราะห์ด้วย Gas Chromatography Mass 
Spectrometer (GC-MS) หลังจากการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ภายใต้สภาวะที่ใช้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส 
72 
  
(16) 
 
สารบัญภาพ  
  หน้า 
รูปที่ 2.1 โครงสร้างของสี Acid Red 73 7 
รูปที่ 2.2 กระบวนการโดยทั่วไปของการยึดติดระหว่างเส้นใยและสีย้อมเอซิด 8 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างโดยทั่วไปของการแนบติดระหว่างเส้นใยกับสีย้อมรีเอกทีฟ 8 
รูปที่ 2.4 กระบวนการสังเคราะห์ลิแกนอะโซ 9 
รูปที่ 2.5 ปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นของของกระบวนการในการสังเคราะห์สีย้อมอะโซ 10 
รูปที่ 2.6 การสังเคราะห์อะโซลิแกน 11 
รูปที่ 2.7 ปริมาณการใช้สีย้อมอะโซคือ Reactive dye, Acid dye, Direct dye, 
Disperse dye และอ่ืน ๆ ในอุตสาหกรรม 
12 
รูปที่ 2.8 กลไกการก าจัดและการย่อยสลายสีย้อมอะโซด้วยเอนไซม์อะโซรีดักเทส 22 
รูปที่ 2.9 กลไกการย่อยสลายสีย้อมอะโซแบบไม่ใช้ออกซิเจนและใช้ออกซิเจนด้วย
จุลินทรีย์ 
23 
รูปที่ 2.10 การเปลี่ยน Catechol เป็น Acetyl CoA เข้าสู่วัฎจักรเครบส์ (Krebs cycle) 
ด้วยกลไกการย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจน 
24 
รูปที่ 3.1 องค์ประกอบของถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank 
reactor: CSTR) 
40 
รูปที่ 4.1 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ของยีสต์ไอโซเลตที่คัดเลือกได้
จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก 
48 
รูปที่ 4.2 ลักษณะโคโลนีของยีสต์ P. kudriavzevii 47 
รูปที่ 4.3 การก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ โดยยีสต์ P. kudriavzevii  (A-K) ลักษณะ
ของสีก่อนและหลังการบ าบัดในอาหารเหลว Martin (A) Acid Orange II (AO 
II), (B) Reactive Violet 5 (RV 5), (C) Acid Red 57 (AR 57), (D) Acid 
Blue113 (AB 113), (E) Reactive Red 120 (RR 120), (F) Reactive 
Yellow 84 (RY 84), (G) Acid Red 73 (AR 73), (H) Acid Blue 221 (AB 
221), (I) Reactive Green 19 (RG 19), (J) Reactive Black 5 (RB 5) และ 
(K) Reactive Red M5B (RR M5B) โดย (1) ลักษณะสีย้อมอะโซก่อนการ
บ าบัดสี (2) หลังจากบ าบัดสี และ (3) ส่วนใสของสีย้อมอะโซหลังการบ าบัดที่
ได้จากการปั่นเหวี่ยง (L) ลักษณะของสีหลังการบ าบัดบนอาหารแข็ง Martin 
52 
(17) 
 
 สารบัญภาพ (ต่อ)  
  หน้า 
รูปที่ 4.4 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ด้วย 
ยีสต์ P.kudriavzevii   
53 
รูปที่ 4.5 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการก าจัดสี Acid Red 73 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii  โดย (A) ความเข้มข้นของกลูโคส และ (B) ความ
เข้มข้นของซูโครส 
56 
รูปที่ 4.6 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการก าจัดสี Acid Red 73 
ด้วยยีสต์ Pichia kudriavzevii โดย (A) ความเข้มข้นของแอมโมเนียม 
ซัลเฟต และ (B) ความเข้มข้นของยูเรีย 
58 
รูปที่ 4.7 ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรด์ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
60 
รูปที่ 4.8 ผลของพีเอชต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ 
P. kudriavzevii  
61 
รูปที่ 4.9 ผลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii 
62 
รูปที่ 4.10 ผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
57 
รูปที่ 4.11 ประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดย (A) 
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Acid Red 73 (B) การเจริญเติบโตของยีสต์ P. 
kudriavzevii ที่ความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในสภาวะอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบในการเขย่า 160 รอบ
ต่อนาที โดยที่ GA (0.5): Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L, GA (1): 
Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, SA (0.5): Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 
0.5 g/L และ SA (1): Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L 
64 
รูปที่ 4.12 ผลการก าจัดสี Acid Red 73 ในสภาวะที่ไม่มีอาหาร ด้วยยีสต์  
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200 มิลลิกรัมต่อลิตร (Acid Red 73 หลังการบ าบัด) (C) ลักษณะของรากที่
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บทที่ 1 
บทน า 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  
ปัจจุบันประเทศไทยมีโรงงานอุตสาหกรรมสิ่งทอจ านวนมากและมีการส่งออกสิ่งทอไปขาย
ต่างประเทศในแต่ละปีเป็นมูลค่าหลายหมื่นล้านบาท ซึ่งน ารายได้มาสู่ประเทศไทยอย่างสูง โดยพบว่า
อุตสาหกรรมสิ่งทอมีการใช้สีย้อมในปริมาณมาก นอกจากอุตสาหกรรมสิ่งทอแล้วอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ 
ที่มีการใช้สีย้อมในกระบวนการผลิต ได้แก่ อุตสาหกรรมฟอกย้อมผ้า สิ่งพิมพ์ การถ่ายภาพ 
อุตสาหกรรมพลาสติกและอ่ืน ๆ (Anliker, 1977) ส่งผลท าให้มีการใช้สีย้อมปริมาณเพ่ิมสูงขึ้น โดยสี
ย้อมส่วนใหญ่เป็นสีย้อมที่ได้จากการสังเคราะห์มากกว่าสีย้อมจากธรรมชาติ เนื่องจากสีย้อม
สังเคราะห์มีคุณภาพที่แน่นอน ติดทนนาน ละลายน้ าได้ดีและดูดซับกับเส้นใยได้ง่ายกว่าสีธรรมชาติ 
รวมทั้งสีสังเคราะห์ยังหาได้ง่ายและมีราคาถูก ส่งผลให้สีสังเคราะห์ได้รับความนิยมน ามาใช้ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ มากกว่าสีย้อมจากธรรมชาติ ในปัจจุบันสีสังเคราะห์มีมากกว่า 100,000 ชนิด 
และมีการประมาณการณ์ว่าในแต่ละปีทั่วโลกมีการผลิตสีสังเคราะห์เกือบ 1 ล้านตัน เพ่ือน ามาใช้ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ ทั่วโลก (ไตรมาศ และคณะ, 2554) สีย้อมที่ใช้ในอุตสาหกรรมมีหลายชนิด สีย้อม 
อะโซถือว่าเป็นสีย้อมที่มีการสังเคราะห์มาใช้ในทางการค้ามากที่สุดเนื่องจากเป็นสีที่นิยมใช้มากที่สุด
เมื่อเปรียบเทียบกับสีย้อมชนิดต่าง ๆ ถึง 60-70% ของสีย้อมทั้งหมด (Chen, 2002) โดยสีย้อมอะโซ
ซึ่งเป็นสีย้อมที่มีหมู่อะโซ (-N=N-) 1 หมู่หรือมากกว่า 1 หมู่ ต่ออยู่กับวงอะโรมาติกในโครงสร้างซึ่ง
เป็นหมู่โครโมฟอร์ที่ท าให้เกิดสีแตกต่างกันตามโครงสร้างที่แตกต่างกัน (Forgacs et al., 2004) ใน
กระบวนย้อมผ้าประมาณ 10-15% ของสีย้อมมีการระบายออกสู่น้ าทิ้ง เนื่องจากสีย้อมเหล่านั้นไม่
สามารถยึดติดกับเส้นใยได้ (Singh et al., 2015) สีสังเคราะห์เหล่านี้มักปนเปื้อนในน้ าทิ้งของโรงงาน
อุตสาหกรรมและก่อให้เกิดปัญหามลพิษทางสิ่งแวดล้อม เช่น การขัดขวางการสังเคราะห์ด้วยแสงของ
พืช เนื่องจากโมเลกุลของสีย้อมละลายในน้ าท าให้ลดปริมาณการส่องผ่านของแสงลงสู่แหล่งน้ า เป็น
สาเหตุให้ปริมาณออกซิเจนในแหล่งน้ าลดลงและส่งผลต่อการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตในแหล่งน้ า 
(สุดสายชล และสุบัณฑิต, 2550; ไตรมาศ และคณะ, 2554; Chander and Arora, 2007) จากการ
รายงานของ Umbuzeiro et al. (2005) สีย้อมสังเคราะห์ที่แพร่กระจายในสิ่งแวดล้อมท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างและเป็นสารมลพิษที่สะสมในแหล่งน้ าผิวดินและแหล่งน้ าใต้ดิน ซึ่งจะส่งผล
กระทบต่อสัตว์น้ า สิ่งมีชีวิตในแหล่งน้ าและสุขภาพของมนุษย์ นอกจากนั้นสีย้อมและสารเมตาบอไลท์
บางชนิดหลังจากเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างหรือย่อยสลายแล้วเกิดเป็นอะโรมติกเอมีน 
(Aromatic amine) ซึ่งจัดเป็นสารสารก่อมะเร็งและก่อการกลายพันธุ์ในมนุษย์และสัตว์ (Levine, 
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1991) จากคุณสมบัติของสีย้อมสังเคราะห์ที่มีโครงสร้างซับซ้อนท าให้สีเหล่านี้มีความคงตัวสูงทนต่อ
การย่อยสลายของจุลินทรีย์ในธรรมชาติท าให้น้ าเสียที่เกิดจากโรงงานการผลิตสีย้อม อุตสาหกรรมสิ่ง
ทอหรืออุตสาหกรรมอ่ืน ๆ ที่มีการใช้สีย้อมไม่สามารถที่จะก าจัดออกได้โดยวิธีการบ าบัดน้ าเสียโดย
กระบวนการทางธรรมชาติ ในปัจจุบันวิธีการบ าบัดน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนของสีย้อมมี 3 วิธีด้วยกันคือ 
1) วิธีทางกายภาพ เช่น การใช้ถ่านกัมมันต์ แต่วิธีนี้ยังมีข้อจ ากัดคือ เมื่อบนผิวของตัวดูดซับไม่มี
คุณสมบัติในการดูดซับแล้ว จะท าให้เกิดการสะสมของเสียจากตัวถูกดูดซับ (Duygu and Van, 2010) 
2) วิธีทางเคมี เช่น วิธีการปรับค่าพีเอชสารท าให้สารตกตะกอน (Coagulant) ซึ่งสารที่นิยมใช้เป็น
สารเคมีส าหรับการตกตะกอนสาร ได้แก่ สารส้ม (Aluminium Sulfate; Alum) ปูนขาว (Calcium 
oxide) และเหล็กในรูปเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4) หรือเฟอร์รัสคลอไรด์ (FeCl2) แม้ว่าการบ าบัดน้ าเสีย
ด้วยกระบวนการทางเคมีจะเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วกว่าวิธีอ่ืน ๆ แต่อย่างไรก็ตามการบ าบัดน้ าทิ้ง
ด้วยวิธีเคมีต้องใช้พลังงานและค่าใช้จ่ายสูงเพราะต้องซื้อสารเคมีในการบ าบัดจ านวนมาก รวมทั้งต้อง
เสียค่าใช้จ่ายในการบ าบัดกากตะกอนที่เกิดจากการบ าบัดน้ าเสีย ดังนั้นวิธีบ าบัดทางเคมีจึงเป็นวิธีที่ไม่
คุ้มค่าต่อการบ าบัดน้ าเสียดังกล่าวเพราะมีค่าใช้จ่ายที่สูงจนเกินไปท าให้ต้นทุนการผลิตสูงขึ้นและอาจ
เกิดสารที่มีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต ดังนั้นวิธีที่ 3) วิธีทางชีวภาพ เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมในปัจจุบัน 
วิธีนี้เป็นกระบวนการที่เกิดจากการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ กระบวนการ
ทางชีวภาพเป็นกระบวนการที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ไม่เกิดเป็นสารพิษทุติยภูมิ โดยจุ ลินทรีย์ย่อย
สลายสีย้อมด้วยวิถีอะโซรีดักชัน (Azo reduction) ดีอะมิเนชัน (Deamination) และดีซัลโฟเนชัน 
(Desulfonation) ความเป็นพิษของสีย้อมลดลงเมื่อเทียบกับสีย้อมเริ่มต้น (Tan et al., 2016) จาก
กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพพบว่า สารตัวกลางที่ได้จากกระบวนการย่อยซึ่งเป็นสารประกอบฟี
นอลิก (Phenolic compound) หรือกรดอะลิฟาติก (Aliphatic acid) จะเกิดการเปลี่ยนเป็นแคทิ
คอล (Catechol) และถูกเปลี่ยนเป็นอะซิติลโคเอนไซม์ เอ (Acetyl CoA) ซึ่งเป็นสารส าคัญในการเข้า
สู่วัฏจักรเครบส์ (Krebs cycle) อีกท้ังจุลินทรีย์ที่มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมในช่วงกว้าง เช่น พี
เอชต่ าหรือสูง และความเข้มข้นของเกลือสูง ซึ่งเป็นสภาวะที่มักพบในน้ าเสียที่เกิดจากกระบวนการ
ย้อมผ้า (Qu et al., 2012) ส าหรับในอุตสาหกรรมกระบวนการบ าบัดน้ าเสียด้วยวิธีทางชีวภาพจะ
นิยมท าในถังปฏิกรณ์ จากรายงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าการบ าบัดสีย้อมอะโซในถังปฏิกรณ์มี
กระบวนการ 2 แบบคือ กระบวนการที่ไม่ใช้ออกซิเจนและใช้ออกซิเจน โดยกระบวนการแบบใช้
ออกซิเจนมีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสีย้อมได้สมบูรณ์ เกิดสารทุติยภูมิที่ไม่เป็นพิษ 
และสามารถประยุกต์ใช้งานกับโรงงานอุตสาหกรรมที่ต้องการบ าบัดน้ าเสีย โดยถังปฏิกรณ์ส่วนใหญ่ มี 
2 รูปแบบ คือ 1) ถังปฎิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank reactor: CSTR) 
(Sponza and Isik, 2002; Isik and Sponza., 2004) และ 2) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยแผ่นเยื่อกรอง 
(Membrane process) (García-Martínez et al., 2015; Li et al., 2015) 
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ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจการคัดแยกยีสต์จากดินที่มีการปนเปื้อนของสีย้อมจากบริเวณทางน้ า
ทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก เพ่ือน ายีสต์ที่คัดแยกได้ไปใช้ในการบ าบัดสีย้อมอะโซทั้งในระบบแบบกะ 
(Batch system) และในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่อง (Continuous system) รวมถึงศึกษาวิถี (Path 
way) ที่เป็นไปได้ของกระบวนการย่อยสลายสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ และศึกษาความเป็นพิษของสีย้อม
หลังจากการบ าบัด ผลที่ได้จากการศึกษาจะเป็นทางเลือกหนึ่งในการน ายีสต์สายพันธุ์ที่คัดแยกได้และ
กระบวนการที่ได้จากผลการศึกษานี้ไปใช้ในการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานย้อมผ้าหรืออุตสาหกรรม  
อ่ืน ๆ ที่มีการใช้สีในปริมาณมาก ซึ่งจะช่วยลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมที่เกิดจากโรงงานอุตสาหกรรม
เหล่านี้ต่อไป 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
1.2.1 เพ่ือคัดแยกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสีย้อมอะโซจากดินที่ปน 
เปื้อนน้ าเสียสีย้อม 
1.2.2 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ในระบบแบบกะ 
(Batch system) และในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่อง (Continuous system)   
1.2.3 เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมอะโซหลังการก าจัดและย่อย
สลายสีย้อมด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ และท านายวิถีท่ีเป็นไปได้ในการย่อยสลายสีย้อมด้วยยีสต์ 
1.2.4 เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของสารที่เกิดขึ้นหลังการบ าบัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ที่มีต่อพืช 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
1.3.1 สามารถคัดแยกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสีย้อมอะโซ จากดิน
บริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก จังหวัดปัตตานี 
1.3.2 ทราบประสิทธิภาพในการบ าบัดสีย้อมอะโซ ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ในระบบแบบกะ 
(Batch system) และในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่อง (Continuous system)   
1.3.3 ทราบความแตกต่างของโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมอะโซ ก่อนและหลังการบ าบัด
ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้จากผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค UV-Visible spectrophotometry, 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) และ Gas Chromatography Mass Spec- 
trometry (GC-MS) 
1.3.4 ทราบความเป็นพิษของสีย้อมหลังการบ าบัดที่มีต่อพืชที่ใช้ทดสอบ 
1.3.5 ได้ข้อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับการบ าบัดและการย่อยสลายสีย้อมด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ รวม 
ถึงสภาวะที่มีผลให้ยีสต์ดังกล่าวสามารถท างานได้ดีที่สุด เพ่ือน าไปปรับใช้ในการบ าบัดน้ าเสียที่มีการ
ปนเปื้อนของสีย้อม 
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บทที ่2  
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
2.1 ปัญหาน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนของสีย้อมจากอุตสาหกรรมสิ่งทอ 
ปัจจุบันปัญหาทางด้านสิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะมลพิษทางน้ าที่เกิดจากการเจริญเติบโตทาง
อุตสาหกรรมนับทวีความรุนแรงมากขึ้น โดยเฉพาะอุตสาหกรรมสิ่งทอซึ่งเป็นอุตสาหกรรมที่มีการ
ขยายตัวสูง ท าให้มีการพัฒนาทั้งทางด้านกระบวนการผลิตและการแข่งขันที่สูงขึ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
สินค้าหรือผลิตภัณฑ์ให้มากขึ้น ซึ่งอุตสาหกรรมสิ่งทอเป็นอุตสาหกรรมที่ใช้สีในปริมาณมาก โดยสีย้อม
สามารถปนเปื้อนลงสู่น้ าทิ้งของโรงงานได้ตั้งแต่ 2-50% จากปริมาณสีที่ใช้ทั้งหมดในกระบวนการผลิต 
ท าให้น้ าผิวดินและน้ าใต้ดินบริเวณโดยรอบโรงงานย้อมผ้ามีการปนเปื้อนของสีย้อม จากกระบวนการ
ผลิตสีย้อมพบว่าสีย้อมประมาณ 2% (9,000 ตัน) ของปริมาณที่ผลิตขึ้นในกระบวนการผลิตสีย้อม 
(450,000 ตัน) ถูกปลดปล่อยออกสู่สิ่งแวดล้อม (Brown, 1987; ไตรมาศและคณะ, 2554) และได้มี
การประมาณการณ์ว่าในแต่ละปีทั่วโลกมีการปนเปื้อนของสีย้อมในน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรม
ประมาณ 280,000 ตัน (Jin et al., 2007; ไตรมาศและคณะ, 2554) โดยอุตสาหกรรมสิ่งทอเป็นหนึ่ง
ในอุตสาหกรรมที่มีการปล่อยน้ าเสียลงสู่สิ่งแวดล้อมมากที่สุด เนื่องจากต้องใช้น้ าปริมาณมหาศาล
ตลอดกระบวนการผลิต น้ าเสียจากโรงงานย้อมผ้าเป็นน้ าเสียที่ประกอบด้วยสารเคมีต่า ง ๆ 
หลากหลายชนิดที่ใช้ในกระบวนการผลิตสิ่งทอ เช่น สีย้อมชนิดต่าง ๆ สารช่วยในการกระจายสี 
(Dispersant agent) กรด ด่าง เกลือ สารซักฟอก สารออกซิไดส์และสารอ่ืน ๆ (Saratale et al., 
2011; ไตรมาศและคณะ, 2554) สีย้อมอะโซที่ปนเปื้อนในน้ าทิ้งเป็นสารประกอบทางเคมีที่ย่อยสลาย
ได้ยาก เนื่องจากโครงสร้างที่ซับซ้อนและมีความคงทนในธรรมชาติ รวมทั้งสีเหล่านี้ผลิตมาจาก
สารเคมีที่เป็นอันตรายและมีผลให้เกิดมะเร็งได้ เช่น อะนีลีน (Aniline) เบนซิดีน (Benzidine) แนฟ
ทาลีน (Naphthalene) และสารอะโรมาติกอ่ืน ๆ (Clarke and Anliker, 1980; Levine, 1991; ไตร
มาศและคณะ, 2554) ดังนั้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องก าจัดสีเหล่านี้ในน้ าทิ้งอุตสาหกรรมก่อนปล่อย
ออกสู่แหล่งน้ า 
2.2 สีย้อมสังเคราะห์ (Synthetic dyestuffs)  
สีย้อมสังเคราะห์เป็นสีย้อมที่เกิดขึ้นจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี จากบทความ
วิชาการ ซึ่งรายงานโดยขนิษฐา (2550) เกี่ยวกับการจ าแนกชนิดของสีย้อมมีดังนี้ การจ าแนกสีย้อมที่
นิยมกันมากที่สุด คือ การจ าแนกสีย้อมตามการน าไปใช้ โดยสีย้อมแต่ละประเภทจะมีสูตรโครงสร้าง
ทางเคมี สมบัติของสีย้อม ตลอดจนวิธีใช้งานที่แตกต่างกันไป ดังนั้นการเลือกใช้สีย้อมจึงมีความส าคัญ
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อย่างมากในการย้อมเพราะวัตถุดิบที่ต้องการย้อมอาจสามารถย้อมด้วยสีย้อมเพียงชนิดเดียวหรือย้อม
ด้วยสีย้อมหลายชนิดที่ต่างชนิดกันได้ ซึ่งในกลุ่มโรงงานอุตสาหกรรมสิ่งทอได้แบ่งสีย้อมตามวิธีใช้งาน
ออกเป็น 2 วิธี ดังนี้ 1) จ าแนกประเภทตามโครงสร้างทางเคมี และ 2) จ าแนกตามกรรมวิธีในการย้อม 
ซึ่งในกลุ่มโรงงานอุตสาหกรรมได้จ าแนกสีย้อมตามวิธีใช้ออกเป็น 11 ประเภท ดังนี้ 
 1. สีเอซิด (Acid dye) สีชนิดนี้เกิดจากสารประกอบอินทรีย์มีประจุลบ ละลายน้ าได้
ดี ส่วนใหญ่เป็นเกลือของกรดก ามะถัน กลไกในการติดสีเกิดเป็นพันธะไอออนิก ใช้ย้อมเส้นใยโปรตีน 
ในน้ าย้อมที่มีสภาพเป็นกรดเจือจาง สีเอซิดบางตัวสามารถน าไปใช้ย้อมเส้นใยเซลลูโลสบริสุทธิ์ได้ เช่น 
ปอ ป่าน ไนลอน ใยขนแกะ ไหม และอะคลิริกได้ดี  
 2. สีไดเร็กท์ (Direct dye) หรืออาจเรียกว่าสีย้อมฝ้าย สีชนิดนี้ส่วนใหญ่เป็นสาร 
ประกอบอะโซที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง มีหมู่กรดซัลโฟนิคที่ท าให้ตัวสีสามารถละลายน้ าได้ มีประจุลบ 
นิยมใช้ย้อมเส้นใยเซลลูโลส สีจะติดเส้นใยได้โดยโมเลกุลของสีจะจัดเรียงตัวแทรกอยู่ในระหว่าง
โมเลกุลเส้นใย และยึดจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจน  
 3. สีเบสิก (Basic or Cationic dye) สีย้อมชนิดนี้เป็นเกลือของเบสอินทรีย์ (or- 
ganic base) ให้ประจุลบละลายน้ าได้ นิยมใช้ย้อมเส้นใยโปรตีน ไนลอนและใยอะคริลิกได้ดี ในขณะ
ย้อมโมเลกุลของสีส่วนที่มีประจุลบจะยึดจับกับโมเลกุลของเส้นใย เป็นสีที่ติดทน  
 4. สีดิสเพอร์ส (Disperse dye) เป็นสีที่ไม่ละลายน้ าแต่มีสมบัติกระจายตัวได้ดี 
สามารถย้อมเส้นใยอะซิเตทโพลีเอสเตอร์ ไนลอน และอะคริลิกได้ดี การย้อมจะใช้สารตัวพา (carrier) 
เพ่ือช่วยเร่งอัตราการดูดซึมของสีเข้าไปในเส้นใยหรือย้อมโดยใช้อุณหภูมิ และความดันสูง  
 5. สีรีแอกทีฟ (Reactive dye) เป็นสีที่ละลายน้ าได้มีประจุลบ เมื่ออยู่ในน้ าจะมี 
สมบัติเป็นด่าง สีย้อมชนิดนี้เหมาะกับการย้อมเส้นใยเซลลูโลสมากที่สุด โมเลกุลของสีจะยึดจับกับ
หมู่ไฮดรอกไซด์ (OH) ของเซลลูโลสและเชื่อมโยงติดกันด้วยพันธะโควาเลนท์ในสภาวะที่เป็นด่าง
กลายเป็นสารประกอบเคมีชนิดใหม่กับเซลลูโลสสีรีแอกทีฟมี 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่ย้อมติดที่อุณหภูมิสูง 
70-75 องศาเซลเซียส และกลุ่มที่ย้อมติดที่อุณหภูมิปกติ สีรีแอกทีฟให้สีที่สดใส   
 6. สีอะโซอิค (Azoic dye) สีย้อมชนิดนี้ไม่สามารถละลายน้ าได้ การที่สีจะก่อรูปเป็น
เส้นใยได้ต้องย้อมด้วยสารประกอบฟีนอลซึ่งละลายน้ าได้ก่อน ซึ่งเป็นกระบวนการท าให้รวมตัวเป็นสี 
(coupling) แล้วย้อมทับด้วยสารไดอะโซคอมโพแนนท์ (Diazo component) จึงจะเกิดเป็นสีได้  
สีอะโซอิคใช้ย้อมเส้นใยได้ทั้งเซลลูโลส ไนลอน หรืออะซิเตท สีอะโซอิคเป็นสีที่ทนต่อการซักแต่ไม่ทน
ต่อการขัดถ ู
 7. สีแว็ต (Vat dye) เป็นสีที่ไม่สามารถละลายน้ าได้ เมื่อท าการย้อมต้องเตรียมน้ า
ย้อมให้สีแว็ตละลายน้ าโดยให้ท าปฏิกิริยากับสารรีดิวซ์และโซเดียมไฮดรอกไซด์ สีแว็ตจะถูกรีดิวซ์ให้
กลายเป็นเกลือแล้วซึมเข้าไปในเส้นใยได้ เมื่อน าผ้าไปผึ่งในอากาศ สีในเส้นใยจะถูกออกซิไดส์เป็นสี
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แว็ต สีย้อมชนิดนี้มีส่วนประกอบทางเคมีที่ส าคัญอยู่ 2 ชนิด คือ สีอินดิโก (indigoid) และสีแอน 
ทราควินอยด ์(antraquinoid) 
 8. สีมอร์แดนท์ หรือโครม (Mordant or Chrome dye) สีย้อมชนิดนี้ต้องใช้สาร
ช่วยติดเข้าไปช่วยเพ่ือให้เกิดการติดสีบนเส้นใย สารที่ช่วยติดที่ใช้คือ สารประกอบออกไซด์ของ โลหะ 
เช่น โครเมียม ดีบุก เหล็ก อะลูมิเนียม เป็นต้น สีมอร์แดนท์เป็นสีที่มีโมเลกุลใหญ่ซึ่งเกิดจากสีมอร์
แดนท์หลายโมเลกุลจับกับโลหะแล้วละลายน้ าได้จึงท าให้ย้อมได้ง่าย ซึ่งใช้ย้อมเส้นใยโปรตีนและเส้น
ใยพอลีเอไมด์ได้ดี 
 9. สีอินเกรน เป็นสีที่ไม่ละลายน้ า โดยจะเกิดเป็นคอลลอยด์หลังจากเกิดปฏิกิริยากับ
น้ า สีย้อมชนิดนี้ใช้ส าหรับย้อมฝ้าย  
 10. สีออกซิเดชัน (Oxidation dye) เป็นสีที่ละลายน้ าโดยจะเกิดเป็นคอลลอยด์
หลังจากเกิดปฏิกิริยาในน้ าโดยสีจะติดแน่น อาศัยปฏิกิริยาการตกตะกอนผลึกภายในเส้นใย ใช้ส าหรับ
ย้อมฝ้ายและขนสัตว์  
 11. สีซัลเฟอร์ (Sulfer dye) เป็นสีที่ไม่ละลายน้ า เมื่อท าการย้อมต้องรีดิวซ์สีเพ่ือให้
โมเลกุลอยู่ในสภาพที่ละลายน้ าได้ แต่สีซัลเฟอร์บางชนิดที่ผลิตออกมาจ าหน่ายในรูปที่ถูกรีดิวซ์จะ
ละลายน้ าได้ นิยมน าสีซัลเฟอร์มาย้อมฝ้าย (ขนิษฐา, 2550) 
ซึ่งการเลือกใช้สีย้อมแต่ละชนิดในการย้อมเส้นใยหรือวัสดุต่าง ๆ ในอุตสาหกรรมดังแสดงใน
ตารางที่ 2.1 
ตารางท่ี 2.1 การเลือกใช้สีย้อมแต่ละชนิดในการย้อมเส้นใยหรือวัสดุในอุตสาหกรรม  
Group Application 
Direct Cotton, Cellulosic and Blends 
Vat dyes Cotton, Cellulosic and Blends 
Sulphur Cotton, Cellulosic fibers 
Reactive cellulosic fibers and fabric 
Dispersed dyes Synthetic fibers 
Acid Dyes Wool, Silk, Synthetic fibers, leather 
Azoic Printing inks and pigments 
Basic silk, wool,cotton 
Oxidation dyes Hair 
Mordant dyes Cellulosic fibers and Fabric, Silk, Wool 
         (Textlnfo, 2011) 
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2.3 สีย้อมอะโซ (Azo dye)  
สีย้อมอะโซ (Azo dyes) เป็นสีย้อมที่สามารถละลายน้ าได้ โดยในโครงสร้างจะประกอบ 
ด้วยหมู่อะโซ (-N=N-) และมีวงอะโรมาติก 1 วง หรือมากกว่าในโครงสร้าง สีกลุ่มนี้มีการสังเคราะห์ใช้
มากท่ีสุดในทางการค้า จากการรายงานพบว่า สีย้อมอะโซเป็นสีย้อมที่ใช้กันมากที่สุด 60-70% ของสี
ย้อมทั้งหมด (Chen, 2002) และอีกกลุ่มคือ สีย้อมแอมมิโนแอนทราคิวโนน (Amino antraquinone) 
ซึ่งทั้ง 2 กลุ่ม ประกอบด้วยอนุพันธ์ของเอทราโนลามีน (Ethanolamine; NH2CH2 CH2CH) หรือ
อนุพันธ์ที่คล้ายคลึงกัน 
สีย้อมอะโซ เป็นสีย้อมสังเคราะห์ที่มีหมู่อะโซ (Azo group) (-N=N-) หนึ่งหมู่หรือมากกว่า
ต่ออยู่กับวงอะโรมาติกในโครงสร้างของสี ดังแสดงในรูปที่ 2.1 ซึ่งองค์ประกอบดังกล่าวในโครงสร้าง
ท าหน้าที่เป็นโครโมฟอร์ และมีออกโซโครมได้หลายกลุ่ม สีย้อมอะโซเป็นกลุ่มสีที่มีการน ามาใช้มาก
ที่สุดในอุตสาหกรรมสิ่งทอโดยเฉพาะในการฟอกย้อม สีย้อมอะโซมีให้เลือกในทุกเฉดสีเนื่องจากหมู่ 
อะโซ (-N=N-) จะต่ออยู่กับโครงสร้างของเบนซีนเนพทาลีน โครงสร้าง Aromatic heterocyclic 
หรือโครงสร้าง Aliphatic และยังประกอบด้วยหมู่ที่ต่อกับโครงสร้างเหล่านี้ เช่น หมู่ของเมทอกซี 
(Methoxy) ไฮดรอกซี (Hydroxy) คาร์บอกซิล (Carboxyl) ไนโตร (Nitro) คลอโร (Chloro) และ 
ซัลโฟเนท (Sulphonate) ซึ่งองค์ประกอบเหล่านี้เป็นตัวก าหนดให้เกิดโครงสร้างสีแบบต่าง ๆ (Razo-
Flores et al., 1997) แต่จะนิยมใช้ในช่วงสีเหลือง แสด แดง น้ าตาลและด า อีกท้ังสีย้อมอะโซเป็นสีที่
สังเคราะห์ได้ง่าย ละลายน้ าได้ดี มีความสว่างสดใสและความคงทนต่อแสงอยู่ในเกณฑ์ปานกลางถึงดี 
ที่ส าคัญคือ ราคาไม่แพง (กาวี, 2545) 
 
HO
3
S
SO
3
H
OH
N=N N=N
 
รูปที่ 2.1 โครงสร้างของสี Acid Red 73 (Tan et al., 2013) 
2.3.1 การแบ่งประเภทชนิดของสีย้อมอะโซ 
Bardi and Marzona. (2010) ได้แบ่งประเภทของสีย้อมอะโซออกเป็น 4 ชนิด
ตามกระบวนการย้อมและการประยุกต์การใช้งาน 
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1) สีเอซิด (Acid Dyes) 
 สีย้อมกลุ่มนี้ละลายน้ าได้ดี น้ าหนักโมเลกุลน้อย มีหมู่ซัลโฟเนต (Sulfonate) 
และโมโนอะโรมาติก (Aromatic mono compound) ที่เป็นองค์ประกอบ รวมถึงไดอะโซ (Diazo,  
–N=N-) ไนโตร (Nitro) อะมิโนแอนทราคิวโนน (Amino antraquinone) ไตรฟีนิลเมทไทน์ (Triphe- 
nylmethine) และกลุ่มอ่ืน ๆ โดยสีกลุ่มเอซิด (Acid dyes) ใช้กันอย่างแพร่หลายส าหรับการย้อม
กระดาษ และหนัง หรือใช้เป็นเม็ดสี (Pigments) การประยุกต์ใช้งานของสีย้อมเอซิด (Acid dyes) 
คือสีย้อมที่นิยมย้อมร่วมกับโปรตีนของเส้นใยสัตว์ (ขนสัตว์และผ้าไหม) โดยกระบวนการย้อม เส้นใย
อยู่ในช่วงของสารละลายกรดอ่อน (พีเอช 2-6)  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 กระบวนการโดยทั่วไปของการยึดติดระหว่างเส้นใยและสีย้อมเอซิด (Textlnfo, 2011) 
2) สีรีแอกทีฟ (Reactive dyes) 
สีย้อมที่เกิดจากการท าปฎิกิริยาของไฮดรอกไซด์ (-OH group) กับเซลลูโลส เช่น 
ผ้าฝ้าย และเกิดจากการท าปฎิกิริยาของ NH2 และ SH ร่วมกันกับเส้นใยโปรตีน เช่น ขนสัตว์ เกิด
การสร้าพันธะโคเวเลนต์ท าให้เกิดการย้อมอย่างถาวร 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างโดยทั่วไปของการแนบติดระหว่างเส้นใยกับสีย้อมรีเอกทีฟ (Textlnfo, 2011) 
3) สีไดเร็กท์ (Direct dyes) 
สีย้อมทีส่ังเคราะห์ข้ึนจากการเกาะติดของเส้นใย (Substantivity) โดยอาศัยแรง 
ดึงดูดระหว่างโมเลกุล ส่วนใหญ่จะใช้ย้อม ผ้าฝ้าย เครื่องหนัง กระดาษ ผ้าไหม และไนลอน (Nylon) 
คุณสมบัติละลายน้ าได้ดี ในกระบวนการย้อมจะใช้สารละลายด่างหรือด่างน้อยมาก 
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4) สีดิสเพอร์ส (Disperse dyes) 
เป็นสีย้อมที่กระจายตัวได้ดีในน้ า ไม่จัดอยู่ในประเภทสีย้อมที่มีความเป็นกรดและ 
เบส โดยทั่วไปสีกลุ่มนี้จะใช้ย้อมพวกเซลลูโลสอะซิเตต (Cellulose acetate) ไนลอน (Nylon) ไตร 
อะซิเตต (Triacetate) และเส้นใยพอลิเอสเทอร์ (Polyester fibers) ในกระบวนการย้อมสีกลุ่ม 
Disperse dyes สามารถย้อมทีอุ่ณหภูมิและความดันสูงได้ 
 2.3.2 กระบวนการในการสังเคราะห์สีย้อมอะโซ 
กระบวนการในการสังเคราะห์สีย้อมอะโซมี 2 กระบวนการ คือ 1) กระบวนการ
การสังเคราะห์ลิแกนอะโซและ 2) การสังเคราะห์อะโซลิแกนร่วมกับโลหะทรานซิชัน (Mallikarjuna 
et al., 2018) 
1. กระบวนการการสังเคราะห์ลิแกนอะโซ  
เริ่มต้นการสังเคราะห์เพ่ือได้สารละลายเกลือไดอะโซเนียม (Diazonium salt 
solution) จากนั้นสารละลายเกลือไดอะโซเนียมจะท าปฎิกิกริยากับ1-[1-phenyl-2-(phenylimino) 
ethyl] naphthalen-2-ol โดยสภาวะที่ใช้ในการสังเคราะห์สีย้อมอะโซจะใช้อุณหภูมิที่ต่ า ๆ (0-5 
องศาเซลเซียส) พีเอชที่เป็นกลาง (ดังแสดงในรูปที่ 2.4) หลังจากท่ีสังเคราะห์โดยสมบูรณ์แล้วค่าพีเอช 
จะข้ึนอยู่กับชนิดของสีย้อม โดยโครงสร้างของสีย้อมอะโซหลังจากสังเคราะห์ โมเลกุลของสีย้อมอะโซ
จะมีโครโมฟอร์หมู่อะโซ (-N=N-) ที่เป็นโมโนอะโซ (Monoazo, -N=N-) ไดอะโซ (Diazo, ที่มี -N=N- 
2 โครโมฟอร์ในโครงสร้าง) และไตรอะโซ (Triazo, ที่มี -N=N- 3 โครโมฟอร์ในโครงสร้าง) การเกิดเฉด
สีต่าง ๆ ของสีย้อมนั้นขึ้นอยู่กับโครงสร้างที่มาต่อกับหมู่อะโซ (-N=N-) ท าให้สามารถสังเคราะห์สีย้อม
ที่มีเฉดสีได้มากมายตามความต้องการของผู้ใช้งาน  
โดยปฎิกริยาที่เกิดขึ้นจาก 4-amino-N-(5-methyl-1, 2-oxazal-3,-ol-) ben 
zene sulfonamind ท าปฎิกิริยากับโซเดียมไนเตรต (NaNO2) เกิดเป็นเกลือไดอะโซเนียม (Diazo- 
nium salt) ที่อยู่ในรูปของสารละลาย จากนนั้นเกลือไดอะโซเนียม (Diazonium salt) จะท า
ปฎิกิริยาต่อกับ 1-[1-phenyl-2-(phenylimino) ethyl] naphthalen-2-ol หลังจาก 4 ชั่วโมง จะได้
สีย้อมอะโซ โดยสภาวะการสังเคราะห์ ดังแสดงในรูปที่ 2.5 
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+ 2.0 mmol 4-amino-N-(5-methy-1,2
-oxaxol-3-yl)benzene sulfonamide
+ 5.0 ml Conc.HCl (cool)
+ 2.2 mmol diazotized in NaNO
3
+ Add in 2 ml Conc.H
2
SO
4
 Reaction mixture
 + stirred 2 h 
 + at 0-5 oC 
 + pH = 5-6
Add diazonium salt solution
+ Add the cold solution of 1-[1-phenyl-2-(phenylimino) 
ethyl] naphthalen-2-ol (2.0 mmol) in acetic
 Reaction mixture
 + stirred 2 h 
 + at 0-5 oC
Crude product was filtered
Washed with hot water
Dried and recrystallized from ethanol  
รูปที่ 2.4 กระบวนการสังเคราะหล์ิแกนอะโซ (ดัดแปลงจาก Mallikarjuna et al, 2018) 
O
N
CH
3
NH S
O
O
NH
2
4-amino-N-(5-methyl-1, 2-oxazol-3-yl) 
benzene sulfonamide
NaNO
2
0-5 oC, 2h
O
N
CH
3
NH S
O
O
N
2
+Cl-
OH
Ph N Ph
Coupling at pH 7
+ 0-5 oC, 4h
O
N
CH
3
HN S
O
O
N
N
HO N
Ph
Ph
 1-[1-phenyl-2-(phenylimino) ethyl] naphthalen-2-ol
Azo dye
Diazonium salt solution
 
รูปที่ 2.5 ปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นของของกระบวนการในการสังเคราะห์สีย้อมอะโซ (Mallikarjuna et al, 
2018)  
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2. การสังเคราะห์อะโซลิแกน (ผลิตภัณฑ์จากข้ันที่ 1) ร่วมกับโลหะทรานซิชัน 
ปัจจุบันนั้นการสังเคราะห์สีย้อมอะโซมีการใช้โลหะที่เป็นโลหะเฮทเทอโรไซคลิก 
ลิแกน (Heterocyclic ligands) ที่มีโครงสร้างประกอบไปด้วยไนโตรเจน (Nitrogen) และซัลเฟอร์ 
(Sulfur) เป็นองค์ประกอบ ซึ่งท าให้มีความเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อได้รับสาร (Cytotoxicity) ยับยั้งการ
เจริญเติบโตและท าลายจุลินทรีย์ (Antimicrobial) ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการปรับเปลี่ยนวิธีการสัง- 
เคราะห์ เพ่ือให้สีย้อมที่ผลิตได้เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมน้อยที่สุด บริสุทธิ์มากยิ่งขึ้น และระดับการ
ปนเปื้อนของโลหะที่ความเข้มข้นต่ า หลังกระบวนการสังเคราะห์ เพ่ือลดความเป็นพิษของสีย้อมต่อ
การยับยั้งการเจริญเติบโตและท าลายเซลล์ของจุลินทรีย์ โดยกระบวนการสังเคราะห์อะโซลิแกน 
(ผลิตภัณฑ์จากข้ันที่ 1) ร่วมกับโลหะทรานซิชัน ดังแสดงในรูปที่ 2.6 
 
0.3 mol azo dye ligand in methanolic solution Metal acetates in methanol (0.16 mmol)
+ added dropwise
+ stirred
 Reaction mixture was heated under reflux
+ 4 hr
+  the volume was reduced to
half of the initial volume under 
reduced pressure
Precipitate was filteredWashed  with distilled water
Dried in vacuum over anhydrous CaCl
2  
รูปที่ 2.6 การสังเคราะห์อะโซลิแกน 
จากรูปที่ 2.7 จะเห็นได้ว่าความต้องการในการใช้สีย้อมนั้นเพ่ิมสูงขึ้นจากปีที่ผ่าน
มา โดยจะเห็นได้ว่าสีย้อมอะโซชนิด Reactive dye, Acid dye, Direct dye และ Disperse dye มี
ความต้องการทางด้านเชิงพาณิชย์มากกว่าสีย้อมอ่ืน ๆ ดังนั้นผู้ผลิตสีจึงเกิดแรงผลักดันในการผลิตสีที่
ใช้เทคโนโลยีขั้นสูงในการจัดการกับมลพิษและสารอันตรายที่เกิดขึ้นในกระบวนการสังเคราะห์และ
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม 
อุตสาหกรรมสิ่งทอเป็นอุตสาหกรรมที่มีการเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่อง เนื่องจาก
ปัจจัยหลายประการเช่นการเติบโตของประชากร การเพ่ิมรายได้และการเปลี่ยนแปลงหรือแนวโน้ม
ของผู้บริโภคท่ีเพ่ิมสูงขึ้น อุตสาหกรรมสิ่งทอจึงเป็นหนึ่งในโปรแกรมประยุกต์ที่ส าคัญส าหรับการฟอก
ย้อม โดยในกระบวนการย้อมนั้นมีการใช้น้ าในปริมาณที่สูงมาก เพ่ือการใช้ล้างผลิตภัณฑ์ส่งผลท าให้
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เกิดมลพิษท่ีเป็นโลหะหนักและโมเลกุลของสีหลุดออกไปด้วย ดังนั้นมีการรายงานถึงการปนเปื้อนของ
สารเหล่านั้นในแหล่งน้ าและสิ่งแวดล้อม 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.7 ปริมาณการใช้สีย้อมอะโซคือ Reactive dye, Acid dye, Direct dye, Disperse dye และ
อ่ืน ๆ ในอุตสาหกรรม (Grand View Research, 2017)   
2.4 มาตรฐานน้ าทิ้งส าหรับโรงงานย้อมผ้า 
สีย้อมแต่ละประเภทจะมีสูตรโครงสร้างทางเคมีและสมบัติของสีย้อมต่างกัน จาก
กระบวนการผลิตพบว่า สีย้อมประมาณ 10-15% ที่ใช้ในระหว่างกระบวนการผลิตมีการปลดปล่อยลง
สู่สิ่งแวดล้อม เนื่องจากสีย้อมเหล่านั้นไม่สามารถซึมเข้าสู่เส้นใยหรือติดกับวัสดุได้ (Singh et al., 
2015) ซ่ึงสีย้อมที่จะเกิดการแตกของโมเลกุลโดยแสงหรือจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้ออกซิเจน ท าให้โมเลกุลของ
สีย้อมเกิดการเปลี่ยนเป็นอะโรมาติกเอมีน (Aromatic amine) ซึ่งสารนี้มีผลต่อการกลายพันธุ์และ
สารก่อมะเร็ง และปริมาณความเข้มข้นของสีย้อมยังมีผลต่อการส่องแสงท าให้การสังเคราะห์ด้วยแสง
ของพืชลดลง ด้วยคุณสมบัติของสีย้อมที่มีความคงตัวสูงและทนต่อการย่อยสลาย ดังนั้นจึงจ าเป็น
จะต้องมีวิธีในการบ าบัด ซึ่งในการบ าบัดนั้นมีหลายวิธี เช่น วิธีทางกายภาพ เคมี และชีวภาพ นอก 
จากนี้ในปัจจุบันได้มีการก าหนดข้อบังคับเกี่ยวกับการปล่อยน้ าเสียซึ่งเป็นที่ยอมรับในหลาย ๆ 
ประเทศ เช่น การดูจากปริมาณที่สิ่งมีชีวิตรับได้ สมบัติทางเคมีของน้ าทิ้ง ระดับของสีในน้ าทิ้ง  โดยสี
สังเคราะห์หลายชนิดสามารถเห็นการปนเปื้อนในแหล่งน้ าแม้จะมีความเข้มข้นต่ า (1 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ซึ่งน้ าเสียที่เกิดจากกระบวนการผลิตของโรงงานอุตสาหกรรมจะมีความเข้มข้นอยู่ ระหว่าง 10-50 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Isik and Sponza, 2004) ท าให้น้ าเสียมีปริมาณสีย้อมค่อนข้างเข้ม โดยมาตรฐาน
คุณภาพน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม โดยก าหนดว่าค่ามาตรฐานของสี ในน้ า
ทิ้งไม่เกิน 300 เอดีเอ็มไอ (ADMI) (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2560) หรือไม่เป็นที่พึงรังเกียจ 
(กระทรวงวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม, 2539) 
13 
 
จากตารางที่ 2.2 จะเห็นได้ว่า ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ของน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนของสีย้อม
จากโรงงานย้อมผ้าไม่สามารถปลดปล่อยลงสู่สิ่งแวดล้อมได้ เนื่องจากค่าพารามิเตอร์ที่แสดงในตาราง
ที่ 2.2 ยังเกินค่ามาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรม ดังนั้นจึง
จ าเป็นจะต้องมีการบ าบัดเพ่ือลดความเข้มข้นของสีให้อยู่ในระดับที่ไม่พึงรังเกียจ ไม่เกิดผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมและลดค่าพารามิเตอร์อื่น ๆ เพื่อให้อยู่ในมาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรม
และนิคมอุตสาหกรรม เช่น ค่าซีโอดี ปริมาณของแข็งทั้งหมดและโลหะที่ปนเปื้อน เป็นต้น 
ตารางที่ 2.2 ค่ามาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมและนิคมอุตสาหกรรมและน้ าเสีย
จากโรงงานย้อมผ้า  
พารามิเตอร์ 
มาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้งจาก
โรงงานอุตสาหกรรมและนิคม
อุตสาหกรรม 
น้ าเสียจากโรงงานย้อมผ้า  
พีเอช 5.5-9.0 9.3 
COD (มิลลิกรัมต่อลิตร) ไม่เกิน 120 1,104±3.4 
BOD5 (มิลลิกรัมต่อลิตร) ไม่เกิน 20 70±2.2 
Biodegradability index - 0.06 
โซเดียมคลอไรด์   
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ไม่เกิน 1 1,500±145 
ของแข็ง (มิลลิกรัมต่อลิตร) 3,000 9,730±265 
Pb 0.2 - 
Hg 0.005 - 
As 0.25 - 
Cd 0.03 - 
Ni 1.0 - 
Zn 5.0 - 
(กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2560; Aravind et al., 2016) 
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จากตารางที่ 2.3 จะเห็นว่าสีย้อมโซเริ่มต้นและน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนของสีย้อมจากโรงงาน
ย้อมผ้า มีค่าซีโอดี สูงถึง 270±1.2 และ 1104±3.4 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งเป็นค่าที่สูงมากไม่
สามารถปลดปล่อยลงสู่สิ่งแวดล้อมได้ และหลังจาการบ าบัดวิธีทางชีวภาพค่าซีโอดีลดลงเท่ากับ 
25±1.6 และ 50±0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับสีย้อมผสมและน้ าเสียจากการย้อมผ้าตามล าดับ จาก
ข้อมูลดังกล่าวจะเห็นได้ว่าการย่อยสลายโดยวิธีทางชีวภาพนั้นน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดอยู่ในเกณฑ์ที่
สามารถปลดปล่อยลงสู่สิ่งแวดล้อม เมื่อเทียบกับมาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้งจากโรงงาน อุตสาหกรรม
และนิคมอุตสาหกรรม ซึ่งก าหนดไว้ไม่เกิน 120 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
ตารางท่ี 2.3 การเปรียบเทียบพารามิเตอร์ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยวิธีทางชีวภาพ  
Parameters 
Before treatment After biodegradation 
Reactive dye 
mix 
Real textile 
effluent 
Reactive dye 
mix 
Real textile 
effluent 
COD   (mg/L) 270±1.2 1104±3.4 25±1.6 50±0.2 
BOD5 (mg/L) 210±1.4 70±2.2 NA NA 
Biodegradability index 0.7 0.06 NA NA 
NA: not available       
(Aravind et al. 2016) 
2.5 กระบวนการบ าบัดน้ าเสียท่ีปนเปื้อนสีย้อมด้วยวิธีทางชีวภาพ  
วิธีการบ าบัดน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนของสีย้อมมี 3 วิธีด้วยกัน คือ 1) วิธีทางกายภาพ 2) วิธี
ทางเคมี และ 3) วิธีทางชีวภาพ ซึ่งวิธีทางกายภาพและเคมีเป็นการใช้สารเคมีในการก าจัดสี ท าให้
สิ้นเปลืองค่าใช้จ่ายและเกิดตะกอนจากกระบวนการบ าบัด และเป็นการเพ่ิมสารเคมีเข้าสู่สิ่งแวดล้อม 
รวมทั้งการท าปฏิกิริยาต่าง ๆ อาจก่อให้เกิดสารตั้งต้นของสารก่อมะเร็ง ซึ่งส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตใน
น้ าได้ (Wanida, 2012) ดังนั้นเทคโนโลยีทางชีวภาพจึงเป็นทางเลือกที่น่าสนใจ (โสภาพรรณ , 2547) 
จึงมีการศึกษาการย่อยสลายโครงสร้างของสีย้อมอะโซ (ประกอบด้วยหมู่ (-N=N-) เกาะกับวงแอโร
มาติก) และแอนทราควิโนน (ประกอบด้วยหมู่ Conjugated aromatics) ซึ่งเป็นกระบวนการที่เกิด 
ขึ้นโดยกลไกการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ เช่น เชื้อรา ยีสต์ และแบคทีเรีย ที่สามารถย่อยสลายหมู่โคร
โมฟอร์ (-N=N-) และลดความเป็นพิษของสีย้อมจากอะโรมาติกเอมีน (Aromatic amine) เป็นสารอ่ืน 
ๆ ที่สามารถเป็นแหล่งคาร์บอน และเป็นพลังงานให้แก่เซลล์ (วีรานุช และคณะ, 2551) 
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2.5.1 การย่อยสลายโดยเชื้อรา  
กระบวนการก าจัดสีในน้ าทิ้งโดยเชื้อราเป็นการสร้างเอนไซม์นอกเซลล์กลุ่ม 
ลิกนิโนไลติก (Ligninolitic enzyme) (Iimura et al., 1996; Leontievsky et al., 2001) เพ่ือย่อย
สลายเนื้อไม้โดยเฉพาะเห็ดราในกุล่มเชื้อราไวท์ร็อทหรือบราวร็อท (White or brown rot fungi) ซึ่ง
สามารถเจริญเติบโตได้ดีบนขอนไม้โดยในเนื้อไม้มีองค์ประกอบที่ส าคัญคือลิกโนเซลลูโลสท าให้
สามารถก าจัดสีในน้ าทิ้งจากอุตสาหกรรมเยื่อกระดาษได้ จากการศึกษาของ Kalpana et al. (2012) 
ได้ศึกษาเก่ียวกับการก าจัดและการย่อยสลายทางชีวภาพของสี Levafix Blue E-RA โดยเชื้อรา Irpex 
lacteus โดยท าการคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการก าจัดสีดังกล่าวจากเชื้อราสี่สายพันธุ์ได้แก่ 
Irpex lacteus, Trametes hirsuta, Trametes sp. และ Lentinula edodes พบว่า I. lacteus 
ให้ผลในการก าจัดสีได้ดีที่สุด ดังนั้นจึงน าเชื้อราสายพันธุ์ I. lacteus มาใช้ในการศึกษาต่อไป จากการ 
ศึกษาพารามิเตอร์ต่าง ๆ คือ ความเข้มข้นของสี พีเอช อุณหภูมิ และกิจกรรมของเอนไซม์ Peroxi- 
dase, Laccase, Manganese peroxidase และ Lignin peroxidase โดยที่ความเข้มข้นของสีย้อม 
250 มิลลิกรัมต่อลิตร พีเอช 5.0-9.0 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เชื้อราดังกล่าวสามารถก าจัดสี
ได้ 100% ภายใน 96 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว่า เชื้อรามีความสามารถในการก าจัดสีได้ดีกว่าแบคที- 
เรียภายใต้สภาวะทั้ง 3 พารามิเตอร์ที่ได้ท าการศึกษา และเชื้อราสามารถทนต่อความเข้มข้นของสีที่สูง 
เนื่องจากเชื้อราสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมที่เลวร้ายได้ในช่วงกว้าง แต่อย่างไรก็ตามการใช้เชื้อราใน
การก าจัดสีย้อมผ้าไม่ค่อยเป็นที่นิยมเนื่องจากมีข้อด้อยในด้านความสะดวกในการใช้งาน การเก็บ
รักษา รวมถึงการขนส่ง จึงท าให้การใช้เชื้อราในการบ าบัดสีย้อมจึงได้รับความนิยมน้อยกว่ายีสต์และ
แบคทีเรีย 
2.5.2 การย่อยสลายด้วยแบคทีเรีย  
การย่อยสลายโดยแบคทีเรีย เป็นกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
โดยสารที่ได้หลังจากย่อยสลายโดยไม่ใช้ออกซิเจน จากการท างานของเอนไซม์อะโซรีดักเทส 
(Azoreductase) ย่อยสายหมู่อะโซ (-N=N-) ในโครงสร้างของสี เกิดเป็นอะโรมาติกเอมีน จาก
การศึกษาของ Saratale et al. (2013) ได้ศึกษาการก าจัดและการลดความเป็นพิษของหมู่ซัลฟอ 
เนตของสีย้อม C.I. Remazol และน้ าเสียจากโรงงานสิ่งทอ โดยแบคทีเรียสายพันธุ์ Lysinibacillus 
sp. RGS พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี้สามารถก าจัดสีดังกล่าวได้ 87% และสามารถลดค่าซีโอดี (COD 
removal) ได้ 92% ภายในเวลา 6 ชั่วโมง การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัด  
ที่มีต่อพืช ได้แก่ ถั่วด า (Phaseolus mungo) ข้าวฟ่าง (Sorghum vulgare) พบว่าหลังจากการ
ก าจัดและย่อยสลายสีย้อม C.I. Remazol มีผลท าให้พืชที่ใช้ในการศึกษาสามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่า
ชุดควบคุม ทั้งนี้อาจเกิดจากสารที่ได้หลังการบ าบัดไม่มีความเป็นพิษและสามารถใช้เป็นแหล่งอาหาร
ให้พืชได้อีกด้วย และจากการศึกษาวิถีที่เป็นไปได้ส าหรับกลไกการย่อยสลายที่เกิดขึ้น เพ่ือที่สามารถ
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ยืนยันได้ว่าสารที่เกิดขึ้นหลังจากผ่านการบ าบัดไม่มีความเป็นพิษ และระบุโครงสร้างที่เกิดขึ้นได้ด้วย
ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค High-Performance liquid Chromatography-Mass Spectrometry 
(HPLC-MS) ซึ่งจากผลการวิเคราะห์สามารถสรุปได้ว่า สารที่ได้จากกระบวนการย่อยสลายจากโครง 
สร้างของสีดังกล่าวเกิดเป็นสารอะโรมาติกเอมีน (Aromatic amine) ด้วยเอนไซม์อะโซรีดักเทส 
(Azoreductase) หลังจากนั้นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการเปลี่ยนสารอะโรมาติกเอมีน เป็นสารอ่ืน ๆ ที่
ไม่มีความเป็นพิษด้วยเอนไซม์แลคเคส (Laccase) และในการศึกษาในครั้งนี้ได้ท าการศึกษาในการ
ก าจัดสีย้อมที่เกิดจากการผสมกันหลาย ๆ สีและน้ าเสียจากโรงงาน พบว่า Lysinibacillus sp. RGS 
สามารถก าจัดสีได้ 87 และ 72% ตามล าดับ และสามารถลดค่าซีโอดี (COD reduction) ได้ 69 และ 
62% ภายในเวลา 48 และ 96 ชั่วโมง ตามล าดับ ถือว่าการก าจัดและการย่อยสลายสีย้อมอะโซด้วย
โดยแบคทีเรียให้ผลที่ดีและสามารถก าจัดสีได้ในช่วงเวลาสั้น ๆ แต่จากการรายงานที่ผ่านมาส่วนใหญ่
พบว่าการใช้แบคทีเรียในการก าจัดสี กลไกในการย่อยสลายเกิดเป็นสารอะโรมาติกเอมีนเพียงเท่านั้น  
ดังนั้นจึงจ าเป็นจะต้องใช้จุลินทรีย์ที่ใช้ออกซิเจนร่วมอีกด้วย เพ่ือเปลี่ยนสารอะโรมาติกเอมีนเป็นสาร
อ่ืน ๆ ที่ไม่มีความเป็นพิษ  
จากการศึกษาของ Sudha et al. (2018) ได้ศึกษาการก าจัดและย่อยสลายของสี
ย้อมอะโซ Direct Blue 71 และ Direct Green 28  ด้วยแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes 
PP002 โดยเชื้อที่ได้ที่มีความสามารถในการก าจัดและย่อยสลายสีย้อมทั้ง 2 ชนิด คัดแยกได้จากดิน
บริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้า เมื่อน าเชื้อที่คัดแยกได้ไประบุสายพันธุ์ คือ Enterobacter 
aerogenes ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์100% ความเข้มข้นของสี Direct Blue 71 และ 
Direct Green 28 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียสและพีเอช 7 แบคทีเรีย E. aerogenes 
PP002 สามารถก าจัดสีได้ 99% ภายใน 168 ชั่วโมง จากนั้นผู้วิจัยได้ท าการศึกษาพารามิเตอร์ทาง
กายภาพของน้ าเสียจากโรงงานย้อมผ้า เพ่ือทดสอบว่าน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดค่าพารามิเตอร์ทาง
กายภาพต่าง ๆ จะลดลงเมื่อเทียบกับก่อนการบ าบัด จากการศึกษาพบว่าค่า BOD (Biochemical 
Oxygen Demand), COD (Chemical Oxygen Demand), TS (Total Solid) และ TSS (Total 
Suspended Solid) ถูกก าจัดหลังจากกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ และปริมาณลดน้อยลงเมื่อ
เทียบกับก่อนบ าบัด แสดงว่าแบคทีเรีย E. aerogenes PP002 มีกลไกที่ย่อยสลายสารโมเลกุลของสี
ย้อมที่มีความเป็นพิษ ดังนั้นจึงศึกษาสารเมตาบอไลต์ที่เกิดขึ้นหลังจากการบ าบัด โดยวิเคราะห์ด้วย 
UV–visible spectrophotometer, HPLC และ FTIR และจากการทดสอบความเป็นพิษที่มีต่อพืช 
จะเห็นได้ต้นพืชที่ใช้ทดสอบที่ได้รับน้ าที่มีสารเมตาบอไลต์ที่ได้จากการย่อยสลายไม่มีความเป็นพิษต่อ
พืชที่ทดสอบ โดยในการศึกษาความเป็นพิษท่ีมีต่อพืช สามารถยืนยันว่าน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนสีย้อมที่
ผ่านจากการบ าบัดนั้นไม่มีความเป็นพิษ อีกท้ังยังเป็นสารอาหารให้แก่พืชในการเจริญเติบโตอีกด้วย 
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2.5.3 การย่อยสลายด้วยยีสต์  
การบ าบัดสีด้วยยีสต์มีความน่าสนใจ เนื่องจากยีสต์มีความสามารถในการทนต่อ
ความเป็นกรด-ด่าง ความเข้มข้นของสีในช่วงกว้าง และสามารถลดค่าซีโอดี (COD removal) อีกทั้ง
ยังเป็นจุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต โดยจากการศึกษาของ Tan et al. (2013); 
Tan et al. (2016) และ Song et al. (2017) ได้ศึกษาวิถีที่เป็นไปได้ในการย่อยสลายสีย้อมอะโซ 
โดยสารเมตาบอไลท์ที่เกิดขึ้นคือ อะโรมาติกเอมีน (Aromatic amine) จากนั้นสารนี้ถูกเปลี่ยนต่อไป
เป็นอะซิติลโคเอนไซม์ เอ (Acetyl CoA) และเข้าสู่วัฏจักรเครปส์ (Krebs cycle) เพ่ือให้ถูกออกซิไดซ์ 
และสามารถสร้างพลังงานให้แก่เซลล์ได้ 
จากการศึกษาของ Qu et al. (2012) เรื่องการก าจัดและการย่อยสลายสีย้อม 
Acid Red B ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนโดยเชื้อยีสต์ Pichia sp. TCL ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกจาก
โคลนทะเลบริเวณชายหาดของประเทศจีน โดยสีย้อมอะโซที่ท าการศึกษามีทั้งหมด 9 ชนิด คือ (1) 
Reactive Red (2) Cation Red (3) Acid Red B (4) Acid Orange G (5) Direct Fast Blue B 2R 
L (6) Reactive Brilliant Blue K-GR (7)  Reactive Black KN-B (8) Reactive Red X-3B และ 
(9) Great Red GR โดยเชื้อ Pichia sp. TCL สามารถก าจัดสี Acid Red B ได้ 95% ภายใน 12 
ชั่วโมง โดยเปลี่ยนจากสีแดงกลายเป็นไม่มีสี ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาบนอาหารแข็งที่มีการผสมเชื้อ
กับสี แล้วหยดลงบนอาหารแข็ง พบว่า Acid Red B และ Cation Red เปลี่ยนจากสีแดงกลายเป็นไม่
มีสี แสดงว่าเชื้อ Pichia sp. TCL สามารถก าจัดสี Acid Red B ดังกล่าวด้วยกระบวนการย่อยสลาย
ทางชีวภาพมากกว่าดูดซับบนผิวเซลล์ และจากการศึกษาผลของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 5 ชนิด (1) Cza- 
pek’s medium (2) Mineral salt medium (3) Martin Broth (4) Sabourand medium และ 
(5) M9 medium พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ Pichia sp. TCL สามารถ
ก าจัดสีได้ดีท่ีสุดถึง 96% ภายใน 10 ชั่วโมง และอาหารลี้ยงเชื้อ M9 สามารถก าจัดสีได้น้อยที่สุด 8% 
ภายใน 10 ชั่วโมง ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการเจริญเติบโตและ
ความสามารถในการก าจัดสีของยีสต์ นอกจากนี้ได้ท าการศึกษาผลของพารามิเตอร์ทางเคมีต่อการ
ก าจัดสีโดยยีสต์ Pichia sp. TCL .ซึ่งได้ศึกษา 4 พารามิเตอร์ คือความเข้มข้นของกลูโคส ความเข้ม 
ข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ความเข้มข้นของสี Acid Red B และความเข้มข้นของโซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) พบว่าเชื้อดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการก าจัดสีได้ 90% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคส 
10 กรัมต่อลิตร ได้ 95% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่แอมโมเนียมคลอไรด์ 0.5 กรัมต่อลิตร ได้ 90% ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสี Acid Red B 20-80 มิลลิกรัมต่อลิตร และ ได้ 90% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
โซเดียมคลอไรด์ 2-4 กรัมต่อลิตร ภายในเวลา 12 ชั่วโมง 
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จากการศึกษาของ Tan et al. (2013) ได้ศึกษาการก าจัดและการย่อยสลายสี
ย้อมอะโซโดยยีสต์สายพันธุ์ Candida tropicalis TL-F1 ที่คัดแยกได้จากโคลนทะเล บริเวณชายหาด
ในประเทศจีน จากผลการคัดแยกยีสต์จากโคลนทะเลผู้วิจัยพบว่ายีสต์ที่ได้มีรูปร่างกลม โคโลนีมีสี
เหลือง ขอบของโคโลนีเรียบ และจากการระบุสายพันธุ์โดยวิเคราะห์ด้วย Phylogenetic tree พบว่า
ยีสต์ที่คัดแยกได้คือ Candida tropicalis TL-F11 จากนั้นจึงศึกษาการก าจัดสีย้อมอะโซ 8 ชนิด
ด้วยกัน คือ (1) Acid Red B (2) Acid Orange G (3) Acid Orang II (4) Acid Brilliant Scarlet GR 
(5) Reactive Green KE-4BD (6) Reactive Yellow 3RS (7) Reactive Brilliant Red X-3B และ 
(8) Reactive Brilliant Red K-2G ด้วยเชื้อดังกล่าวจากการศึกษาพบว่าเชื้อ C. tropicalis TL-F1 
สามารถก าจัดสี Acid Brilliant Scarlet GR ได้ดีที่สุดถึง 97.2% ภายใน 10 ชั่วโมง ดังนั้นผู้วิจัยจึงน า
สี Acid Brilliant Scarlet GR ไปใช้ในการศึกษาต่อไป และจากการศึกษากลไกและวิถีที่เป็นไปได้โดย
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer และ HPLC-MS จากผลการศึกษาด้วย UV-
Visible spectrophotometer และ HPLC-MS สามารถแสดงให้เห็นการก าจัดสีและกระบวนการ
ย่อยสลายทางชีวภาพที่เกิดขึ้นของสี Acid Brilliant Scarlet GR ด้วยเชื้อ C. tropicalis TL-F1 ซึ่ง
ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย HPLC-MS และงานวิจัยที่ผ่านมาท าให้สามารถท านายวิถีที่เป็นไปได้ของ
กระบวนการย่อย Acid Brilliant Scarlet GR ได้ 
Tan et al. (2014) ได้ศึกษาการคัดแยกยีสต์จากโคลนทะเล โดยคัดแยกยีสต์ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ (A) ที่มีสูตรอาหารดังนี้ K2HPO4 1.0กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.5 กรัมต่อลิตร, 
แอมโมเนียมซัลเฟต 1.0 กรัมต่อลิตร และกลูโคส 4.0 กรัมต่อลิตร เมื่อคัดแยกได้ยีสต์ที่ดีที่สุดที่
สามารถก าจัดสีได้ น าไประบุสายพันธุ์ด้วย 26S rDNA และน าไปวิเคราะห์โดยใช้ BLAST program 
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์ที่คัดแยกได้เทียบกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ในฐานข้อมูลของ GenBank จาก
การระบุสายพันธุ์ในข้างต้น ปรากฏว่ายีสต์ที่คัดแยกได้คือ ยีสต์ Magnusiomyces ingens LH-F1 
โดยเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ 100% ยีสต์ Magnusiomyces ingens จาก
การศึกษาพบว่า ยีสต์ M. ingens LH-F1 สามารถก าจัดสี Acid Red B ได้ดีที่สุด โดยสามารถก าจัดสี
ได้ 98% ภายในเวลา 10 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของสี Acid Red B 50 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้น
ท าการศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ พบว่ายีสต์ M. ingens LH-F1 สามารถก าจัดสี Acid Red B 
ได้ 96% ภายใน 20-44 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของสี 100-250 มิลลิกรัมต่อลิตร และที่ความเข้มข้น
ของสี 300 และ 800 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์ M. ingens LH-F1 สามารถก าจัดสีได้ 92 และ 50% 
ภายในเวลา 56 และ 108 ชั่วโมง ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มข้นของสีที่ความเข้มข้นเพ่ิม
สูงขึ้น ระยะเวลาในการบ าบัดก็จะใช้เวลายาวนานขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการเจริญเติบ โตของเชื้อ โดย
พบว่าที่ความเข้มข้นของสี Acid Red B ที่ความเข้มข้นน้อย ยีสต์สามารถก าจัดสีและเจริญเติบโตไป
ด้วย แต่เมื่อความข้นของสีสูงถึง 800 มิลลิกรัมต่อลิตร การเจริญเติบโตของเชื้อน้อยลงท าให้เปอร์ - 
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เซ็นต์การก าจัดสีน้อยลงไปด้วย จากการศึกษาผลของความเข้มข้นของกลูโคสและแอมโมเนียมซัลเฟต 
ที่ความเข้มข้นของกลูโคส 4-8 กรัมต่อลิตร ยีสต์ M. ingens LH-F1สามารถก าจัดสีได้ 95% ภายใน
เวลา 12 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต 1.0-3.0 กรัมต่อลิตร ยีสต์ M. ingens LH-F1
ก าจัดสีได้ 95% ภายในเวลา 12 ชั่วโมง และเมื่อน ายีสต์ M. ingens LH-F1 น าไปตรึงรูป พบว่า ยีสต์ 
M. ingens LH-F1 สามารถก าจัดสีและย่อยสลายทางชีวภาพได้ดีขึ้น โดยที่ความเข้มข้นของ Acid 
Red B 1200 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์ M. ingens LH-F1 สามารถก าจัดสีได้ 60% ภายในระยะเวลา 
60 ชั่วโมง จะเห็นระยะเวลาในการบ าบัดด้วยยีสต์ที่ตรึงรูปจะใช้เวลาน้อยกว่า และทนต่อความเข้มข้น
ของสี Acid Red B ที่ความเข้มข้นที่สูงเมื่อเทียบการใช้ยีสต์แบบที่ไม่ตรึงรูป จะเห็นการตรึงเซลล์จะ
สามารถเพ่ิมความเสถียรและความทนต่อสภาวะสิ่งแวดล้อมในช่วงกว้างได้ 
จากการศึกษาของ Tan et al. (2016) ได้ศึกษาการย่อยสลาย การก าจัดสี และ
การลดความเป็นพิษของสีย้อมอะโซ โดยยีสต์ Scheffersomyces  spartinae TLHS-SF1 ซึ่งยีสต์ที่
คัดแยกได้เป็นสายพันธุ์ที่ทนความเค็มซึ่งสามารถย่อยสลายและลดความเป็นพิษของสีย้อมอะโซ
ภายใต้สภาวะที่มีความเค็มได้ดี จากการศึกษาการก าจัดสีย้อมทั้งหมด 6 ชนิดคือ (1) Acid Scarlet 
3R (2) Acid Red B (3) Acid Orange II (4) Acid Scarlet GR (5) Reactive Brilliant Red K-2G 
และ (6) Reactive Green KE-4BD พบว่า ยีสต์ S. spartinae TLHS-SF1 สามารถก าจัดสี Acid 
Scarlet 3R ได้ดีที่สุดสูงถึง 98.14% ภายใน 12 ชั่วโมง ดังนั้นผู้วิจัยจึงน าสี Acid Scarlet 3R ใช้ใน
การศึกษาต่อไป นอกจากนี้พบว่า สภาวะที่เหมาะสมในการก าจัดสีย้อมและการเจริญเติบโตของยีสต์ 
S. spartinae TLHS-SF1 คือ ซูโครส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.6 กรัมต่อลิตร yeast 
extract 0.08 กรัมต่อลิตร โซเดียมคลอไรด์ ≤ 30 กรัมต่อลิตร ความเร็วรอบในการเขย่า 160 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ พีเอช 3.0–7.0 ซึ่งยีสต์สามารถก าจัดสีได้มากกว่า 90% ที่
ความเข้มข้นของสี Acid Scarlet 3R 80 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายใน 16 ชั่วโมง การศึกษาวิถีที่เป็นไปได้
ของการย่อยสลายสีย้อม Acid Scarlet 3R จากผลการวิเคราะห์สารเมตาบอไลท์ด้วย HPLC-MS และ
ท านายวิถีที่เป็นไปได้ในการย่อยสลาย นอกจากนี้ได้มีการทดสอบความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและ
หลังการบ าบัดด้วยวิธี Microtox test ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าสี Acid Scarlet 3R หลังการบ าบัด
ไม่มีความเป็นพิษต่อแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ จากผลการศึกษาสรุปได้ว่ายีสต์  S. spartinae 
TLSH SF1 สามารถย่อยสลายสีย้อมด้วยวิถี Azo reduction, Deamination และ Desulfonation 
และสามารถลดความเป็นพิษของสีย้อมลงเมื่อเทียบกับสีย้อมเริ่มต้น 
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Song et al. (2017) ได้ศึกษาการคัดแยกยีสต์ที่มีความทนต่อเกลือ ซึ่งสามารถ
ย่อยสลายและก าจัดสีย้อมอะโซ (Acid Red B) จากการคัดแยกและระบุสายพันธุ์ของยีสต์ คือ Pichia  
occidentalis G1 โดยได้ศึกษาผลของพารามิเตอร์ที่มีต่อการเจริญเติบโตและกระบวนการย่อยสลาย
สีย้อม Acid Red B จากผลการทดลอง พบว่าความเข้มข้นของแต่ละพารามิเตอร์ที่ดีที่สุดที่เชื้อ  
P. occidentalis G1 สามารถก าจัดสีดังกล่าวได้ดีที่สุดคือ กลูโคส 2.0 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัล- 
เฟต 0.6 กรัมต่อลิตร yeast extract 0.08 กรัมต่อลิตร และโซเดียมคลอไรด์ 30 กรัมต่อลิตร และที่
ความเร็วรอบในการเขย่า 160 รอบต่อนาที และ พีเอช 5 โดย P. occidentalis G1 สามารถก าจัดสี
ย้อมอะโซดังกล่าวที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 98% ภายในเวลา 16 ชั่วโมง และจาก
การศึกษากลไกการย่อยสลายและความเป็นพิษของสี Acid Red B ด้วย HPLC-MS เพ่ืออธิบายวิถีที่
เป็นไปได้ (Pathway) พบว่าสารตัวกลางที่เกิดขึ้นซึ่งเป็นสารประกอบฟีนอลิก จะเกิดการเปลี่ยนเป็น 
Catechol และถูกเปลี่ยนเป็น Acetyl CoA ซึ่งเป็นสารตัวส าคัญในการเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ (Krebs 
cycle) การย่อยสลายสีย้อมเกิดขึ้นด้วยวิถี Azo reduction, Deamination และ Desulfonation 
และสามารถลดความเป็นพิษของสีย้อมลงเมื่อเทียบกับสีย้อมเริ่มต้น หลังจากนั้นจึงท าการศึกษา
เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในการก าจัดและย่อยสลายสี Acid Red B โดยเอนไซม์ที่ศึกษาอยู่ในกลุ่มเอนไซม์ 
Oxidoreductases เช่น Azoreductase และ Laccase โดยการหาปริมาณของเอนไซม์ที่เชื้อมีการ
ผลิตขึ้น ซึ่งพบว่าช่วงแรกเชื้อ P. occidentalis G1 จะผลิตเอนไซม์ Azoreductase โดยการย่อย
สลายโครโมฟอร์ (-N=N-) ในโครงสร้างของสีย้อมอะโซเกิดเป็นอะโรมาติกเอมีน จากนั้นจะมีการการ
ผลิตเอนไซม์ Laccase ในการย่อยเพ่ือให้ได้สารที่เป็นแหล่งคาร์บอนที่เชื้อสามารถสร้างเป็นพลังงาน
ได ้จากรายงานวิจัยข้างต้นที่กล่าวไปแล้ว สามารถสรุปประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมแต่ละชนิดของ
ยีสต์ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างต่างกัน ดังตารางที่ 2.4 
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ตารางท่ี 2.4 เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดิน
โคลนของงานวิจัยต่าง ๆ  
Site of isolation 
Azo dye 
 
Decolorization 
(%) 
Time 
(hr) 
Isolation yeast 
strain (Reference) 
The sea mud  collecte
d in Heishijiao Beach  
Park in Dalian, China 
Acid Red B 
Reactive Black 5 
Reactive Brilliant  
Blue K-GR 
95 
93 
94 
12 
18 
18 
Pichia sp. TCL 
(Qu et al., 2012)  
 
The sea mud collected 
in a harbor industrial  
zone in Dalian, China 
Acid Brilliant Scarlet GR 
Acid Orange G 
Acid Red B 
97.2 
91.1 
90.7 
10 
12 
16 
C. tropicalis 
 TL-F1 
(Tan et al.,. 2013) 
The sea mud of a  
harbor industrial zone 
 in Dalian, China 
Acid Red B 
Acid Red 3R 
97.3 
90 
8 
8 
Magnusiomyces  
ingens LH-F1 
(Tan et al., 2014) 
The sea mud of a  
coastal blowdown  
region in Dalian, China 
Acid Scarlet 3R 
Reactive Brilliant  
Red K2-G 
98 
96.1 
12 
12 
S. spartinae  
TLHS-SF1 
(Tan et al., 2016) 
The sea mud  of a  
harbor industrial zone 
located in Dalian, China 
Acid Red B 
Acid Red 3R 
Acid Orange II 
91 6-22 
Pichia 
occidentalis G1 
(Song et al., 2017) 
 
2.6 ชนิดของเอนไซม์ที่จุลินทรีย์ผลิตในกระบวนการบ าบัดสีย้อมอะโซ 
การบ าบัดน้ าเสียที่ปนเปื้อนสีย้อมด้วยจุลินทรีย์นั้นเกิดจากการที่จุลินทรีย์นั้นผลิตเอนไซม์ที่
เกี่ยวข้องขึ้นมาเพ่ือใช้ในกระบวนการย่อยสลายสีย้อม ซึ่งเอนไซม์ที่เชื้อจุลินทรีย์ผลิตขึ้นมีหลายชนิด
ด้วยกัน ได้แก่ Azoreductase, Laccase และ Manganese peroxidase เป็นต้น โดยเอนไซม์ 
Azoreductase ถือเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญที่สุดในกระบวนการย่อยสลายสีย้อมในที่นี้จึงขอกล่าวเฉพาะ
เอนไซม์ดังกล่าวดังนี้ Azoreductase เป็นเอนไซม์ที่มีการผลิตในเซลล์แล้วจะถูกปล่อยไปยังบริเวณ
เยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ โดยกลไกในการย่อยสลายสีย้อมอะโซด้วยเอนไซม์ดังกล่าวเกิดขึ้นดังนี้ เกิด
จากการให้และรับไฮโดรเจนไอออน (H+) และอิเล็กตรอนส่งผลท าให้หมู่อะโซในโมเลกุลของสีย้อมนั้น
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เกิดการสลายออกจากกัน (Cleavage) เป็นอะโรแมติกแอมีน โดยกลไกที่เกิดขึ้นเริ่มจากจากแหล่ง
คาร์บอนจะเป็นตัวที่สามารถให้อิเล็กตรอน (Electron donor) แก่ NAD+ เมื่อ NAD+ รับอิเล็กตรอน
เกิดเป็น NADH และ NADH จะให้ H+ ไปยังรีด็อกเมดิเอเตอร์ (Redox Mediator) ซึ่งรีด็อกเมดิเอ
เตอร์จะเป็นสารตัวกลางให้และรับอิเล็กตรอน โดยจะรับ H+ จาก NADH และให้ H+ ไปตัดพันธะที่
หมู่อะโซ (-N=N-) ในการตัดพันธะ -N=N- จ าเป็นจะต้องใช้ H+ 2 อะตอมและอิเล็กตรอนอีก 2 ตัว 
เมื่อเกิดการตัดพันธะโมเลกุลของสีจะสลายออกจากกัน เป็นอะโรมาติกเอมีน 2 โมเลกุลดังแสดงในรูป
ที่ 2.7 ซึ่งอะโรมาติกเอมีนก็จะเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างโดยอาศัยเอนไซม์ชนิดอ่ืนในการย่อย
หรือเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน (Oxidation reduction reaction) ด้วยกระบวนการย่อยสลาย
แบบใช้อากาศต่อไป (Singh et al., 2015) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.8 กลไกการก าจัดและการย่อยสลายสีย้อมอะโซด้วยเอนไซม์อะโซรีดักเทส (Keck et al., 
1997; Singh et al., 2015) 
2.7 กระบวนการในการย่อยสลาย 
2.7.1 การย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจน 
เป็นกระบวนการที่มีออกซิเจนเข้ามาเกี่ยวข้อง โดยในกรณีที่ใช้กระบวนการย่อย
สลายแบบใช้ออกซิเจนนั้น ในขั้นตอนแรกจะใช้เวลามากกว่ากระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้
ออกซิเจน เพราะกลไกในการย่อยสลายนั้นเกิดขึ้นที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์โดย NADH ที่ได้
จากกระบวนการเมทาบอลิซึมที่สังเคราะห์ภายในเซลล์จะไปช่วยให้เอนไซม์ Azoreductase เกิดการ
ส่งผ่านอิเล็กตรอนที่บริเวณ N=N ท าให้พันธะขาดออกจากกันเกิดเป็นอะโรมาติกเอมีน ดังนั้นการใช้
กระบวนการย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจน ออกซิเจนจะมีผลต่อการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  
Azoreductase เนื่องจากออกซิเจนจะไปรับอิเล็กตรอนที่ปลดปล่อยภายในเซลล์ ท าให้อิเล็กตรอนที่
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ต้องใช้ในการตัดพันธะ N=N เกิดการยับยั้ง ท าให้การก าจัดสีเกิดขึ้นได้ช้าในระยะเวลาหนึ่ง (ที่ 0-4
ชั่วโมง) แต่การย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจนอะโรมาติกเอมีนจะถูกเปลี่ยนเป็นสารอ่ืน ๆ ดังแสดงในรูป
ที่ 2.8 ที่จะเป็นประโยชน์และพลังงานให้แก่จุลินทรีย์ ดังนั้นการย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจนสาร
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จะไม่เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม 
N
N
X
X
Azoreductase
X
NH
2
X
NH
2
Anaerobic
Oxidation/Reduction
Deamination/Desulfonation
/Aromatic ring cleavage
OH
HO
OH
OH
HO O
OHO
O-
-O
Acetyl CoAKrebs cycle
Aerobic(Toxic)
(Non toxic)
Aromatic amine
3,7-dihydroxy-octahydro-naphthalene-
2,6-dione
naphthalene-1,2,3,4-tetraol
Catechol
Azo dye
 
รูปที่ 2.9 กลไกการย่อยสลายสีย้อมอะโซแบบไม่ใช้ออกซิเจนและใช้ออกซิเจนด้วยจุลินทรีย์ (ดัดแปลง
จาก Keck et al., 1997; Singh et al., 2015) 
กลไกในการย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจนเพ่ือเปลี่ยนสารอะโรมาติกเอมีนให้ เป็น
สารฟีนอลิก (Phenolic compound) และกรดอะลิฟาติก (Aliphatic acid) ซึ่งเปลี่ยนเป็นอะซิติลโค
เอนไซม์ เอ (Acetyl CoA)  อะซิติลเอนไซม์ เอ เป็นสารเริ่มต้นที่จะเข้าสู่วัฎจักรเครบส์ (Krebs 
cycle) ที่เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งอาหารให้แก่เซลล์ โดยการเปลี่ยนสารฟีนอลิกและกรดอะลิฟา
ติกเป็นอะซิติลโคเอนไซม์ เอ นั้นจะมีเอนไซม์ต่าง ๆ เข้ามาเกี่ยวข้อง ดังแสดงในรูปที่  2.9 
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O2 H
+
catechol 2,3-dioxygenase
2-hydroxy-6-oxohexa-2,4-dienoate
H
2
O
H+ formate
2-oxopent-4-enoate
2-oxopent-4-enoate hydrotase
H
2
O
4-hydro-2-oxopentanoate
pyruvate
Aldehyde
NADH 
Coenzyme A
NADH 
H+
Acetyl CoA
Krebs cycle
2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase
2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase
acetaldehyde dehydrogenase
Catechol
 
รูปที่ 2.10 การเปลี่ยน Catechol เป็น Acetyl CoA เข้าสู่วัฎจักรเครบส์ (Krebs cycle) ด้วยกลไก
การย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจน (Metacyc, 2006) 
2.7.2 การย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
การตัดพันธะ N=N นั้นจ าเป็นจะต้องใช้ H+ 2 ตัว  ที่ได้จากการให้ของ NADH  
เมื่อ NADH ให้ H+ จึงกลายเป็น NAD+ และ NAD+ จะเกิดการรับและให้ H+ แก่สารอ่ืน ๆ อย่างต่อ 
เนื่อง นอกจากการตัดพันธะ -N=N- ต้องใช้ H+ ยังจ าเป็นต้องใช้อิเล็กตรอนอีก 2 ตัว โดยอิเล็กตรอนที่
ได้รับนั้นเป็นอิเล็กตรอนอิสระที่ได้จากการปลดปล่อยจากเซลล์ ซ ึ่งสารที่ได้จากย่อยสลายแบบไม่ใช้
ออกซิเจนคือ อะโรมาติกเอมีน สารอะโรมาติกเอมีน และสารประกอบอนุพันธุ์อ่ืน ๆ นั้นถือว่าเป็นสาร
ก่อกลายพันธุ์ สารก่อมะเร็ง และมีผลกระทบต่อสุขภาพร่างกาย โดยคุณสมบัติความเป็นพิษของสาร
ดังกล่าวแสดงในตารางที่ 2.5    
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ตารางท่ี 2.5 ความเป็นพิษของสารเมตาบอไลท์ที่เกิดข้ึนหลังจากการย่อยสลายหมู่อะโซในโครงสร้างของสีย้อมอะโซแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
  
สารประกอบ โครงสร้างทางเคมี คุณสมบัติทางเคมี และทางกายภาพ ความเป็นพิษ อ้างอิง 
Aniline          
            
NH
2
 
ของเหลวเหมือนน้ ามัน ไม่มีสี  หรือสี
เหลืองอ่อน อาจกลายเป็นสีเข้มขึ้นจนเป็น
สีน้ าตาลเมื่อสัมผัสอากาศ มีกลิ่นเหม็น
เฉพาะตัว (aromatic หรือ fishy odor) 
ติดไฟได ้ 
- ก่อให้เกิดมะเร็ง  
- การเปลี่ยนแปลงในร่างกายให้เป็น  
p-aminophenol และ p-acetamido phenol 
- ความเป็นพิษที่เกิดจากการสูดดมหรือดูดซึมทาง
ผิวหนัง และท าลายดวงตาอย่างรุนแรง 
- ในภาวะรุนแรงตับและไตจะถูกท าลาย 
- พิษเฉียบพลันและเรื้อรัง (LD50  250 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) 
Rawat et al., 2018 
และ ศูนย์ข้อมูลพิษ 
วิทยา, 2553 
Naphthalene  
 
      
- เปนของแข็งหรือผลึกสีขาว มีกลิ่นแรง 
ไมละลายน ้า 
- สามารถดูดซับผ่านผิวหนัง 
 
 
- ระคายเคืองตา จมูก คอ และผิวหนัง 
- หากไดรับแนพทาลีนในปริมาณมากเม็ดเลือดแดง 
จะถูกท าลายท าใหเกิดภาวะโลหิตจาง 
- พิษเฉียบพลันและเรื้อรัง (LD50 490 250 มิลลิ 
กรัมต่อกิโลกรัม) 
- เปนสารที่เปนไปไดที่จะกอใหเกิดมะเร็งในคน  
Rawat et al., 2018 
และส านักงานกรรม- 
การอาหารและยา , 
2549 
25 
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ตารางท่ี 2.5 (ต่อ)  
 
สารประกอบ โครงสร้างทางเคมี คุณสมบัติทางเคมี และทางกายภาพ ความเป็นพิษ  อ้างอิง 
1-aminonapthy- 
lene-2-hydroxy-3,6-
disulfonic acid 
 
SO
3
H
HO
3
S
OH
NH
2
 
- ละลายน้ าได้ - ระคายเคืองต่อผิว (LD50 12.3 กรัมต่อ
กิโลกรัม 
Rawat et al., 2018 
1,4-iaminobenzene  
          
NH
2
NH
2  
- ละลายน้ าได้ -เป็นพิษต่อ หัวใจ ไต และระบบ
กล้ามเนื้อ 
- พิษเฉียบพลันและเรื้อรัง (LD50 80 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
Rawat et al., 2018 
1-amion-2-napthol     
OH
NH
2
 
 
- ละลายน้ าได้น้อย - ก่อให้เกิดมะเร็ง  
- พิษเฉียบพลันและเรื้อรัง 
Rawat et al., 2018 
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2.8 การบ าบัดสีย้อมอะโซด้วยถังปฏิกรณ์แบบใช้ออกซิเจน 
การบ าบัดสีย้อมอะโซด้วยถังปฏิกรณ์แบบใช้ออกซิเจน สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท 
คือ 1) ถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank reactor: CSTR) และ 2) ถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแผ่นเยื่อกรอง (Membrane process) 
2.8.1 ถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank reactor: 
CSTR)  
การบ าบัดสีย้อมด้วยถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) สารทั้งหมดจะถูก
ป้อนเข้าที่ต าแหน่งทางเข้าของถังปฏิกรณ์อย่างต่อเนื่อง โดยมีใบกวนช่วยกวนสาร นอกจากใบกวนมี
หน้าที่ท าให้สารท าปฏิกิริยาเป็นเนื้อเดียวกันแล้ว ยังช่วยเพ่ิมการถ่ายเทมวลและความร้อนในถัง
ปฏิกรณ์ต่อเนื่อง โดยถังปฏิกรณ์แบบ CSTR มักใช้ในกระบวนการบ าบัดน้ าเสีย ถึงแม้ประสิทธิภาพใน
การบ าบัดน้ าเสียอาจไม่ถึง 100% แต่ถือได้ว่าเป็นกระบวนที่ใช้การลงทุนน้อยในการสร้างระบบและ
การดูแลรักษาง่าย ดังนั้นจึงเหมาะกับการประยุกต์ใช้งานในการบ าบัดน้ าเสียจากโรงงานอุตสหกรรม  
Sponza and Isik (2002) ได้ศึกษาการก าจัดและการย่อยสลายสีย้อมอะโซใน
ถังปฎิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่องที่มีการเติมอากาศ (Aerobic CSTR) โดยน้ าเสียจะผ่านการบ าบัดในถัง
เติมอากาศ (Aeration tank) และหลังจากนั้นจะถูกส่งไปยังถังตกตะกอน (Sedimentation tank) 
โดยน้ าเสียจะถูกเติมอากาศในถังที่มีสลัดจ์อยู่ เพื่อให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้ดี โดยจุลินทรีย์จะท าการ
บ าบัดและย่อยสลายน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนของสีย้อมอะโซ น้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดแล้วจะไหลผ่านไป
ยังถังตกตะกอนเพ่ือท าการแยกสลัดจ์ออกจากน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัด เพ่ือน าสลัดจ์กลับมาใช้ใหม่ 
ส่วนสลัดจ์ที่เป็นส่วนเกินหรือมีมากเกินไปก็จะถูกก าจัดออกไป ผลจากการศึกษาการย่อยสลายสี
ย้อมอะโซในถังปฎิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่องที่มีการเติมอากาศ (Aerobic CSTR) พบว่าที่อัตราภาระ
บรรทุกสารอินทรีย์ (Organic loading rate) 0.5  1 และ 3 กิโลกรัม COD ต่อลูกบาศก์เมตรต่อวัน 
สามารถก าจัดค่าซีโอดี (COD removal) ได้ 92, 70 และ 50% ตามล าดับ ในระยะเวลาการบ าบัด 2, 
8 และ 28 วัน ตามล าดับ โดยประสิทธิภาพในการก าจัดซีโอดีเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อระยะเวลาในการบ าบัด
ยาวนานขึ้น คือ สามารถก าจัดซีโอดีได้ 28, 42 และ 90% ตามล าดับ เมื่อเพ่ิมอัตราภาระบรรทุก
สารอินทรีย์ และเวลาเก็บกักตะกอน (Sludge retention time; SRT) 1-8 วัน จะท าให้ค่า MLSS 
(Mixed Liquor Suspended Solids) และ SVI (Sludge Volume Index) ลดลง เนื่องจากเป็น
สภาวะที่จุลินทรีย์อยู่ในระยะการปรับตัว (MLSS เท่ากับ 2000–2300 มิลลิกรัมต่อลิตร และ SVI 
เท่ากับ 100–120 มิลลิกรัมต่อลิตร) เมื่อระยะเวลาในการบ าบัดยาวนานขึ้น 11-25 วัน จะท าให้ค่า 
MLSS และ SVI เพ่ิมมากขึ้น (MLSS เท่ากับ 2900–4000 มิลลิกรัมต่อลิตร และ SVI เท่ากับ 200–
220 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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Isik and Sponza (2004) ได้ศึกษาความเป็นพิษของสารตัวกลาง (Interme- 
diate product) จากการก าจัดและย่อยสลายสีย้อมอะโซ C.I. Direct Black 38 ที่ผ่านการบ าบัดด้วย
ถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Aerobic CSTR) โดยได้ทดสอบความเป็นพิษของสารที่เกิดขึ้นหลัง 
จากการบ าบัดต่อสัตว์ที่ท าการทดสอบ คือ Daphnia magna ต่อ โดยการวัดการเปล่งแสงของ D. 
magna ด้วยเครื่อง Berthold LB960 เมื่อ D. magna ได้รับความพิษจากสีย้อมจะไม่เกิดการ
เปล่งแสงเนื่องจากความเป็นพิษของสีย้อมท าให้ตัวมันตาย ไม่สามารถเปล่งแสงได้อีกต่อไป จากผล
การศึกษาพบว่าน้ าเสียสังเคราะห์ที่มีสี C.I. Direct Black 38 หลังจากการบ าบัดไม่มีความเป็นพิษจาก
การทดสอบข้างต้น นอกจากนี้ได้ท าการศึกษาวิถี (Pathway) ที่เป็นไปได้ในการก าจัดสีย้อมอะโซ ซึ่ง
ท าการวิเคราะห์ด้วย GC-MS พบว่าสารตัวกลางที่เกิดขึ้นจากการก าจัดสีและย่อยสลายสีย้อมอะโซไม่
มีความเป็นพิษ เนื่องจากโครงสร้างโมเลกุลของสีย้อมจะถูกเปลี่ยนให้เป็นสารตัวกลางที่เป็น
สารประกอบฟีนอลิก (Phenolic compound) หรือกรดอะลิฟาติก (Aliphatic acid) ที่สามารถ
เปลี่ยนโครงสร้างเป็นสารที่สามารถเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ (Krebs cycle) ที่สามารถเป็นแหล่งอาหาร
และพลังงานให้แก่จุลินทรีย์ได้  
2.8.2 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแผ่นเยื่อกรอง (Membrane process)  
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแผ่นเยื่อกรองนั้น แผ่นเยื่อกรองมีหน้าที่หลักคือ แยก
ของเสียหรือสิ่งเจือปนออกจากน้ าโดยกระบวนการแยกด้วยการกรองแบบ Micro filtration, Ultrafil- 
tration หรือ Reverse Osmosis ในการใช้แผ่นเยื่อกรองนั้น เมื่อด าเนินระบบไปได้สักระยะหนึ่งแผ่น
ของแข็งหรือวุ้นที่เป็นส่วนประกอบในการท าแผ่นเยื่อกรองนั้นเกิดการพองตัวได้  หรือเกิดการอุดตัด
และอาจเกิดการย่อยสลายได้ หากน้ าเสียมีสารปนเปื้อนที่มีพิษที่รุนแรงหรือมีความกัดกร่อนจะไป
ท าลายเยื่อกรองได้ง่าย ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการพัฒนาแผ่นเยื่อกรองที่ทนทาน อีกทั้งยังต้องพัฒนา
ระบบการล้างแผ่นเยื่อกรองอย่างมีประสิทธิภาพ ข้อดีจากการใช้ถังปฏิกรณ์แผ่นเยื่อกรองร่วมกับการ
ให้ออกซิเจนในระบบ Aerobic membrane bioreactor (Aerobic-MBR) ท าให้คุณภาพในการ
บ าบัดน้ าเสียจากอุตสาหกรรมดีขึ้น น้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดเป็นไปตามมาตรฐานน้ าทิ้ง สามารถ
ตกตะกอนของชีวมวลและก าจัดสลัดจ์ได้ดีอีกด้วย   
García-Martínez et al. (2015) ได้ศึกษาการย่อยสลายและการก าจัดสี Acid 
Orange 7 ในถังปฏิกรณ์แผ่นเยื่อกรองร่วมกับการให้ออกซิเจนในระบบ (Aerobic-MBR) โดยใช้
เทคโนโลยีในการบ าบัด Aerobic-MBR กับ Activated sludge bioreactor และ Microfiltration 
membrane การออกแบบถังปฏิกรณ์แบบ Aerobic bioreactor และมีการเติม Aerobic sludge 
โดยเส้นผ่านศูนย์กลางของถัง 77 มิลลิเมตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 25±1 องศาเซลเซียส มี
การเติมอากาศเข้าสู่ภายในถังปฏิกรณ์ และ HRT (hydraulic retention time) 8-49 ชั่วโมง ส่วน 
Microfiltration membrane มีประสิทธิภาพในการก าจัดแบคทีเรีย ปรสิตและของแข็งที่มีอยู่ใน
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สลัดจ์ น้ าเสียที่ผ่านบ าบัดจาก Activated sludge bioreactor เมื่อเข้าสู่ Microfiltration mem- 
brane ค่าพีเอช ของน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดเท่ากับ 6.7-7.4 จากมาตรฐานน้ าทิ้งถือว่าสามารถปล่อย
น้ าที่ผ่านการบ าบัดด้วยระบบดังกล่าวลงสู่สิ่งแวดล้อมได้ แต่จะต้องประเมินค่าอ่ืน ๆ เพ่ือให้เป็นไป
ตามมาตรฐานคุณภาพน้ าทิ้ง จากผลการทดลองพบว่า ในกระบวนการของการย่อยโดยใช้ออกซิเจน 
สามารถก าจัด COD ได้ 66% ที่เวลา 48 ชั่วโมง ส าหรับกระบวนการย่อยสลายอะโรมาติกเอมีนในถัง
ปฏิกรณ์แบบใช้ออกซิเจน โดยมีค่า TAA (Total aromatic Amine) เท่ากับ 8.97 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ประสิทธิภาพในการก าจัด TAA (Total aromatic Amine) เท่ากับ 80% เมื่อเทียบกับ TAA (Total 
aromatic Amine) เริ่มต้น และประสิทธิภาพการก าจัดสีเท่ากับ 80% ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า
ระบบแบบใช้ออกซิเจน aerobic MBR ในถังปฏิกรณ์มีแนวโน้มในการก าจัดสีและการย่อยสลายสี
ย้อมอะโซได้อย่างสมบูรณ์ 
Li et al. (2015) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของถังปฏิกรณ์แบบแผ่นเยื่อกรอง 
(MBR) ในการย่อยสลายแบบใช้ออกซิเจนและลดความเป็นพิษของสี Acid Red B ด้วยการเติมกาก
ตะกอนชีวภาพร่วมกับการใช้ยีสต์ Candida tropicalis TL-F1 โดยในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาระยะ 
เวลาต่อเนื่อง และมีการแบ่งช่วงเวลาออกเป็น 3 ช่วง ช่วงแรกตั้งแต่ 0-30 วัน โดยใช้ความเข้มข้น 10-
50 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงที่สองวันที่ 31-108 วัน ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และช่วงสุดท้าย
วันที่ 109-164 ใช้ความเข้มข้นของสีเพ่ิมสูงขึ้นเป็น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พารามิเตอร์ที่ศึกษา
ประกอบด้วยการหาของแข็งทั้งหมด (Suspended solid: SS) สารประกอบอินทรีย์ทั้งหมด (total 
organic carbon: TOC) และการก าจัดสี (Color removal) ผลการศึกษาพบว่าระบบการบ าบัดสี
ด้วยถังปฏิกรณ์ดังกล่าว สามารถก าจัดสี และสารประกอบอินทรีย์ได้ 90 และ 80% ตามล าดับ โดย
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี และการก าจัดสารประกอบอินทรีย์ หลังจากการเติมกากตะกอนชีวภาพมีค่า
เท่ากับ 96 และ 97% ตามล าดับ นอกจากนี้ระบบการเติมกากตะกอนชีวภาพยังสามารถทนต่อการ
เพ่ิมความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red B ที่ความเข้มข้นสูง ๆ และชีวมวลที่มีอยู่ใน MBR (Mem- 
brane bioreactor) ผลกระทบต่อระบบนิเวศน์ของน้ าทิ้งท่ีมีการเติมกากตะกอนชีวภาพต่ ากว่าน้ าเสีย
และน้ าทิ้งที่ผ่านการบ าบัดที่ไม่มีการเติมกากตะกอนชีวภาพ  
จากผลการศึกษาที่ผ่านมา ถึงแม้ว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแผ่นเยื่อกรอง 
(Membrane process) จะมีประสิทธิภาพค่อนข้างสูงในการบ าบัดน้ าเสีย แต่การสร้างและการด าเนิน
ระบบต้องใช้ค่าใช้จ่ายที่สูง จึงเป็นไปได้ยากหากน าไปใช้กับโรงงานย้อมผ้า เนื่องจากโรงงานย้อมผ้ามี
การปล่อยน้ าเสียที่มีสีย้อมปนเปื้อนอยู่มาก ดังนั้นการสร้างระบบจึงต้องสร้างระบบที่มีขนาดใหญ่ ซึ่ง
จะส่งผลต่อค่าใช้จ่ายในการสร้างระบบ ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกระบบการบ าบัดสีย้อมด้วยถัง
ปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank reactor: CSTR) ซึ่งมีค่าใช้จ่ายในการสร้าง
และด าเนินระบบที่ถูกกว่า 
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บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย  
3.1 เครื่องมือและสารเคมี 
ตารางท่ี 3.1 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 
เครื่องมือ ยี่ห้อ/รุ่น บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 
1) Visible spectropho- 
tometer 
UV Biochrom  
/Libra S22 
Biochrom Co., Ltd England 
2) UV-Visible 
Spectrophotometer 
UV Biochrom 
/Libra S22 
Biochrom Co., Ltd England 
3) FTIR  Bruker/VERTEX70 Bruker Optics Inc. U.S.A 
4) GC-MS  7890 B GC-5977A 
MSD  
Agilent U.S.A 
5) SEM JEOL / JSM-5800LV  JEOL Co., Ltd. Iran 
6) shaker SI/600R JEOL Co., Ltd. Iran 
7) Incubator BINDER/BF series Scientific Promotion 
Co., Ltd. 
Germany 
8) Centrifuge ALLRGRA/64R Beckman Coulter, Inc. Ireland 
9) Rotary evaporator  Buchi /210/R-215 BUCHI (THAILAND) Ltd. Switzerland 
10) Autoclave MaXterile /60R DAIHAN Scientific  Korea 
11) Air pump HAILEA/ACO 208 HK Technology Co., Ltd China 
12) Hot Air Oven Smart Temp/LLD-of-
50 
Lab Leader Co., Ltd Thailand 
13) Vortex Mixer FINEPCR Lab Leader Co., Ltd Thailand 
14) Vacuum pump GM 0.5/SXLL6008124 Lab Leader Co., Ltd Thailand 
15) Peristatic pump LEADBFLUID/BT100F Lab Leader Co., Ltd Thailand 
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ตารางท่ี 3.2 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
ชื่อสารเคมีสารเคมี เกรด บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 
1) Azo dyes    
      1.1) Reactive Red 120  Commercial grade KBC Textile Co., Ltd Thailand 
      1.2) Acid Orange II Commercial grade KBC Textile Co., Ltd Thailand 
      1.3) Acid Red 73 Commercial grade KBC Textile Co., Ltd Thailand 
      1.4) Reactive Red M5B Commercial grade KBC Textile Co., Ltd Thailand 
      1.5) Reactive Black 5 Commercial grade KBC Textile Co., Ltd Thailand 
      1.6) Reactive Green 19  Commercial grade KBC Textile Co., Ltd Thailand 
      1.7) Acid Blue 221 Commercial grade Phisit Group Co., Ltd Thailand 
      1.8) Reactive Violet 5 Commercial grade Phisit Group Co., Lt. Thailand 
      1.9) Reactive Yellow 84 Commercial grade Phisit Group Co., Ltd Thailand 
      1.10) Acid Blue 113  Commercial grade Phisit Group Co., Ltd Thailand 
      1.11) Acid Red 57 Commercial grade Phisit Group Co., Ltd Thailand 
2) Ethyl alcohol 95% Commercial grade Liquor Distillery 
Organization  
Thailand  
3) (NH4)2SO4  Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd  Australia 
4) KH2PO4 Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
5) MgSO4·7H2O  Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
6) glucose Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
7) Agar  Analytical grade Himedia India 
8) Sucrose  Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
9) NaCl Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
10) HCl  Analytical grade Baker Analyzed U.S.A 
11) NaOH  Analytical grade Baker Analyzed U.S.A 
12) Ethyl acetate Analytical grade Fisher Scientific UK 
13) Anhydrous Na2SO4  Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
14) Urea Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ) 
ชื่อสารเคมีสารเคมี เกรด บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 
15) K2Cr2O7  Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
16) H2SO4 Analytical grade Merch Germany 
17) AgSO4 Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
18) Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
19) 1,10-phenanthroline 
monohydrate  
Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
20) FeSO4.7H2O Analytical grade Ajax Finechem Ptl. Ltd Australia 
.2 วิธีด าเนินการวิจัย 
3.2.1 การคัดแยกและระบุสายพันธุ์ยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสี
ย้อมอะโซ 
3.2.1.1 การคัดแยกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสีย้อม 
อะโซ  
ดัดแปลงจากวิธีของ Qu et al. (2012) และ Tan et al. (2013) โดยเก็บ
ตัวอย่างดินจากบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก จังหวัดปัตตานี สุ่มทั้ง 3 จุด จุดที่ 1 บริเวณ
น้ าทิ้งที่ออกจากท่อน้ าทิ้ง จุดที่ 2 ห่างจากจุดแรก 100 เมตร จุดที่ 3 ห่างจากจุดสอง 100 เมตร  
น าไปหาค่าพีเอช จากนั้นน าดิน 3 กรัม มาเติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีการเติมสีย้อมอะโซ
ชนิดต่าง ๆ ได้แก่ (1) Acid Red 57 (AR 57) (2) Acid Orange II (AO II) (3) Acid Red 73 (AR 73) 
(4) Acid Blue 113 (AB 113) (5) Acid Blue 221 (AB 221) (6) Reactive Black 5 (RB 5)  (7) 
Reactive Green 19 (RG 19) (8) Reactive Violet 5 (RV 5) (9) Reactive Yellow 84 (RY 84) 
(10) Reactive Red M5B (RR M5B) และ (11) Reactive Red 120 (RR 120) ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในแต่ขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin (ประกอบด้วย (NH4)2SO4 
1.0 กรัมต่อลิตร, KH2PO4
 
1.0 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 0.58 กรัมต่อลิตร และ Glucose 10.0 
กรัมต่อลิตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างอาหารดังกล่าวมาเกลี่ย (Spread plate) บนจาน
อาหารแข็ง Martin ที่มีการเติมวุ้น (Agar) 15 กรัมต่อลิตร และสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ทั้ง 11 ชนิด
ข้างต้น ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง ดูลักษณะการเกิดวงใส (Clear zone) และการเจริญของโคโลนี โดยวัดอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์ 
กลางบริเวณวงใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี (พิมพ์ชนา และคณะ, 2016) ซึ่งวงใสที่เกิดขึ้นจะแสดงถึง
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แนวโน้มในการผลิตเอนไซม์ย่อยบริเวณโครโมฟอร์ของสีย้อมอะโซ (-N=N-) จากนั้นคัดเลือกโคโลนี
เดี่ยว ๆ ของยีสต์ที่มีการเกิดวงใส ล้อมรอบไปเลี้ยงต่อบนจานอาหารแข็ง Martin ที่มีการเติมสีย้อมอะ
โซชนิดเดียวกับอาหารที่ยีสต์โคโลนีนั้นเจริญ จากนั้นคัดเลือกโคโลนีของยีสต์ที่มีการเกิดวงใสที่ชัดเจน 
แล้วน าโคโลนีของยีสต์ดังกล่าวไปสตรีค (Streak plate) บนอาหารแข็ง Martin หลาย ๆ ครั้งจนได้
ยีสต์โคโลนีเดี่ยว ๆ เพียงชนิดเดียวบนจานอาหารนั้นและตรวจสอบความบริสุทธิ์ของยีสต์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง น ายีสต์ที่คัดแยกได้ไปศึกษาการคัดเลือกโคโลนีที่สามารถก าจัดสีย้อมอะโซทั้ง 
11 ชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin เพ่ือคัดเลือกยีสต์เพียงไอโซเลตเดียวที่สามารถก าจัดและย่อย
สลายสีย้อมอะโซที่ใช้ศึกษาได้ดีที่สุด โดยเริ่มต้นจากการเตรียมเชื้อตั้งต้นของยีสต์ โดยการเลี้ยงยีสต์
แต่ละไอโซเลตที่คัดแยกได้ทั้งหมดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin จากนั้นน าไปเลี้ยงโดยการเขย่าที่
ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเชื้อตั้งต้นมาวัดความ
ขุ่นของเซลล์ด้วยเครื่อง Visible spectrophotometer ที่ค่าความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้น
เติมเชื้อแต่ละไอโซเลตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีการเติมสีย้อมอะโซทั้ง 11 ชนิด ความเข้มข้น 
50 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ได้ปริมาณของเชื้อสุดท้ายที่ OD600 (Optical density ที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร) เท่ากับ 0.15 จากนั้นน าหลอดทดสอบไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุก 2 ชั่วโมง เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัด
สี (%Decolorization) ตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  จากนั้นน ายีสต์ไอโซเลตดังกล่าวที่คัดแยกได้ศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยดูลักษณะของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (Martin agar) รูปถ่ายภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและกล้องอิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (SEM: Scanning electron 
microscope) และการระบุสายพันธุ์โดยอาศัยข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 26S rRNA  
3.2.1.2 การระบุสายพันธุ์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ 
การระบุสายพันธุ์ของยีสต์ที่คัดแยกโดยอาศัยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ D1/D2 domian ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene ของยีสต์ ซึ่งส่งตัวอย่างยีสต์เพ่ือ
สกัด ดีเอ็นเอและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ณ ศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบความ
เหมือน (Similarity) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 26S rRNA gene ของสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ในฐาน 
ข้อมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ( https://www 
.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)    
3.2.1.3 ชนิดของสีย้อมอะโซที่ยีสต์สายพันธุ์ที่คัดแยกได้สามารถก าจัดได้ดี
ที่สุด 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีสีย้อมอะโซแต่ละชนิดทั้งหมด 11 ชนิด ได้แก่ 
(1) Acid Red 57 (AR 57) (2) Acid Orange II (AO II) (3) Acid Red 73 (AR 73) (4) Acid Blue 
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113 (AB 113) (5) Acid Blue 221 (AB 221) (6) Reactive Black 5 (RB 5)  (7) Reactive Green 
19 (RG 19) (8) Reactive Violet 5 (RV 5) (9) Reactive Yellow 84 (RY 84) (10) Reactive Red 
M5B (RR M5B) และ (11) Reactive Red 120 (RR 120) ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในแต่
ละขวดรูปชมพู่ เติมยีสต์สายพันธุ์ที่คัดแยกได้ลงไปให้ได้ปริมาณของเชื้อสุดท้ายที่ OD600 เท่ากับ 0.15
น าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 2, 
4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9 จากนั้น
คัดเลือกสีย้อมอะโซชนิดที่ยีสต์สายพันธุ์นี้สามารถก าจัดได้ดีที่สุด (สีย้อมอะโซ X) ไปใช้ในขั้นตอน
ถัดไป  
3.2.2 ศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพในการบ าบัดสีย้อมอะโซของ
ยีสต์ทีคัดแยกได้ในระบบแบบกะ (Batch system) 
การศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพในการบ าบัดสีย้อมอะโซ X ของยีสต์ที่
คัดแยกได้ในระบบแบบกะ (Batch system) โดยการเติมเชื้อยีสต์ที่คัดแยกได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Martin 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร และเติมยีสต์สายพันธุ์ดังกล่าว ซึ่งราย 
ละเอียดของการศึกษาในแต่ละพารามิเตอร์มีดังนี้ 
3.2.2.1 การเตรียมเชื้อ 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ท าการถ่ายเชื้อไอโซเลต co.6 (ที่สตรีคบนอาหาร
แข็ง Martin) ลงในขวดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin น าไปเขย่าเป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากกนั้นท าการวัด
ค่าความหนาแน่นของเชื้อ (Optical density: OD600) โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 
นาโนเมตร ซึ่งจะใช้ปริมาณของเชื้อสุดท้ายที่ OD600 เท่ากับ 0.15 ส าหรับการศึกษาพารารามิเตอร์
ต่าง ๆ 
3.2.2.2 ความเข้มข้นของสีเริ่มต้น 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ให้มีความเข้มข้นเริ่มต้นของสีย้อมอะโซ X เท่ากับ 
0, 50, 100, 200, 300, 500 และ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงในแต่ละขวดจากนั้นเติมเชื้อตามวิธีที่
แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แล้ว
เก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8, 10 และ 24 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์
การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.3 ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน 
แหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ กลูโคสและซูโครส โดยเตรียมอาหารเลี้ยง
เชื้อ Martin ที่มีความเข้มข้นของสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และความเข้มข้น
ของกลูโคสและซูโครสเท่ากับ 0, 2, ,5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร ลงในแต่ละขวด จากนั้นเติมเชื้อ
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ตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซล 
เซียส แล้วเก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.4 ชนิดและปริมาณของแหล่งไนโตรเจน  
แหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย โดยเตรียม
อาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีความเข้มข้นของสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรและ
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรียเท่ากับ 0, 0.5, 1, 2, 4 และ 6 กรัมต่อลิตร ลงในแต่ละ
ขวด จากนั้นเติมเชื้อตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือ
น าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อ 3.2.2.9  
3.2.2.5 ปริมาณของโซเดียมคลอไรด์ 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เท่ากับ 0, 5, 10, 20, 30, 50, 100 และ 200 กรัม
ต่อลิตร ลงในแต่ละขวด จากนั้นเติมเชื้อตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1  แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 
160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8,  
10 และ 24 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.6 อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อระหว่างการบ าบัดสีย้อม 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร จากนั้นเติมเชื้อตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างท่ีเวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 
6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.7 ค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และปรับให้มีค่าพีเอชในแต่ละขวดเท่ากับ 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 จากนั้นเติมเชื้อตาม
วิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 น าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัด
สีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.8 ความเร็วรอบในการเขย่า 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร จากนั้นเติมเชื้อตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสด้วย
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ความเร็วต่าง ๆ ได้แก่ 100, 150 และ 200 รอบต่อนาที จากนั้นเก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 
2, 4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.9 การวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ 
น าตัวอย่างสีย้อมอะโซ X ก่อนและหลังการบ าบัดที่เวลาต่าง ๆ มาปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง ยี่ห้อ ALLRGRA, รุ่น 64R ปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 5 
นาที จากนั้นน าสารละลายส่วนใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Visible spectrophotometer 
แล้วน าค่าที่ได้ไปค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีดังสมการที่ (1) 
%Decolorization = [(A0-A1 )/A0] × 100                         ………….…(1)     
โดย A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสีเริ่มต้น 
     A1 คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสีหลังการบ าบัด  
3.2.2.10 การศึกษาผลของพารามิเตอร์ที่ดีที่สุดต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี
ย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ 
การศึกษาในขั้นตอนนี้เป็นการศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซ X 
ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่ได้จากผลศึกษาในข้อที่ 3.2.2.2-3.2.2.8 เตรียม
อาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีความเข้มข้นของกลูโคสหรือซูโครส 2 กรัมต่อลิตร และ แอมโมเนียมซัล- 
เฟตความเข้มข้น 0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร สีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร จาก นั้น
เติมเชื้อตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8 และ 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์
การเจริญเติบโตของเชื้อด้วยเครื่อง Visible spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
และเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
3.2.2.11 การศึกษาการก าจัดบ าบัดสีย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ใน
สภาวะท่ีไม่มีแหล่งอาหาร 
โดยการเตรียมสีย้อมอะโซ X ที่มีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในน้ ากลั่น 
100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเชื้อตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างที่เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง), 2, 4, 6, 8, 10, 12 และ 
24 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเชื้อด้วยเครื่อง Visible spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9  
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3.2.3 การศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมอะโซหลังการบ าบัดด้วย
ยีสต์ที่เแยกได้ 
การเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมอะโซ X หลังการการบ าบัดด้วยยีสต์ที่คัด
แยกได้เปรียบเทียบกับสีย้อมก่อนการบ าบัด โดยใช้เครื่องมือในการวิเคราะห์ 3 เครื่องมือด้วยกันคือ 
UV–Visible spectrophotometer, Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) และ 
Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
3.2.3.1 การเตรียมตัวอย่าง  
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีความเข้มข้นของสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้น 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเชื้อยีสต์ลงไปโดยก าหนดให้
ปริมาณของเชื้อเริ่มต้นมีค่า OD600 เท่ากับ 0.15 ตามวิธีที่แสดงในข้อที่ 3.2.2.1 เก็บตัวอย่างที่เวลา
เริ่มต้น (0 ชั่วโมง) แล้วส่วนที่เหลือน าไปเขย่าที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซล- 
เซียส โดยเก็บตัวอย่างทุก 2 ชั่วโมง เป็นเวลา 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของ 
Spectrum ของสีย้อมหลังการบ าบัดที่เวลาต่าง ๆ ด้วยเครื่อง UV–Visible spectrophotometer 
นอกจากนี้ยังเก็บตัวอย่างที่เวลา 10 ชั่วโมง เพ่ือน าไปสกัดและวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของหมู่
ฟังก์ชันที่ส าคัญ (Functional group) และโครงสร้างทางเคมีของสีย้อมหลังจากการบ าบัดด้วยเครื่อง 
FTIR และ GC-MS จากนั้นน าตัวอย่างที่เก็บได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
5 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วน าส่วนสารละลายส่วนใสที่แยกได้ จากการปั่นเหวี่ยงไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง UV–Visible spectrophotometer, FTIR และ GC-MS ส าหรับการวิเคราะห์
ด้วยเครื่อง FTIR และ GC-MS ต้องสกัดสีย้อมเริ่มต้นและสารเมตาบอไลท์ที่เกิดขึ้นก่อนไปวิเคราะห์ 
โดยวิธีการสกัดดัดแปลงมาจากวิธีของ Kalpana et al. (2012) โดยน าส่วนใส มาสกัดด้วย Ethyl 
acetate ในอัตราส่วน 1:1 จากนั้นน าส่วนสารสกัดมาเติม Anhydous Na2SO4 แล้วน าไปกรองแยก
ส่วนสารละลายใสไปท าการระเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง Rotary evaporator จากนั้นน า
ตัวอย่างที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือทั้งสองตามวิธีข้อที่ 3.2.3.3 และ 3.2.3.4 ต่อไป 
3.2.3.2 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UV–Visible spectrophotometer 
น าตัวอย่างสีก่อนบ าบัดและส่วนใสที่เวลาต่าง ๆ หลังการบ าบัดมาวัดการดูดกลืน
แสงทุก 1 นาโนเมตร ในช่วงความยาวคลื่น 200-800 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV–Visible spectro- 
photometer แล้วน าค่าที่ได้มาพล็อตกราฟระหว่างค่าความยาวคลื่นกับค่าการดูดกลืนแสง เพ่ือ
วิเคราะห์รูปแบบการดูดกลืนแสงของสีย้อมอะโซ X ตามโครงสร้างของสีที่เปลี่ยนแปลงไป  
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3.2.3.3 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Fourier Transform Infrared Spectro- 
scopy (FTIR)  
ส าหรับสภาวะในการการวิเคราะห์สีย้อมอะโซ X เริ่มต้น และสารเมตาบอไลท์ที่
เกิดขึ้นหลังจากการบ าบัดสีย้อมอะโซ X ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ด้วยเครื่อง FTIR โดยน าผงของสีย้อม 
อะโซ X และสารเมตาบอไลท์มาละลายด้วยคลอโรฟอร์ม (Cholroform) แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วย
เครื่อง FTIR โดยสแกนในช่วงความยาวคลื่น 400-4000 ต่อเซนติเมตร ด้วยอัตราเร็วในการสแกน 16 
ต่อเซนติเมตรต่อวินาที 
3.2.3.4 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Gas Chromatography Mass Spectro- 
meter (GC-MS) 
ส าหรับสภาวะในการการวิเคราะห์สารเมตาบอไลท์ด้วยเครื่อง GC-MS, 7890 B 
GC-5977A MSD, Agilent, USA มีดังนี้ น าผงของสารสกัดมาละลายด้วยเมทานอล ท าการกรองด้วย 
Nylon filter ขนาด 0.45 ไมครอน เก็บตัวอย่างไว้ใน Vial จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
GC-MS ตามสภาวะของเครื่องดังต่อไปนี้ ใช้แก๊ส Helium เป็น Carrier gas ด้วย Flow rate 1.0 
มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรตัวอย่างที่ฉีด 2 ไมโครลิตร โดยใช้คอลัมน์ VF-WAXMS ที่มีความยาว 30 
มิลลิเมตร ความหนาของตัวเคลือบ (Film thickness) 0.25 ไมโครเมตร และเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.25 
มิลลิเมตร ตั้งค่าอุณหภูมิส าหรับการฉีดตัวอย่าง (Temperature of injector) ที่ 300 องศาเซลเซียส 
และอุณหภูมิของ Oven (Temperature program) ที่สภาวะ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
จากนั้นเพ่ิมทีละ 10 องศาเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส และเพ่ิมอุณหภูมิถึง 280 
องศาเซลเซียส โดยการเพ่ิมทีละ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (Analysis time ) 
เท่ากับ 20 นาที ชนิดของตัวตรวจวัดคือ Mass spectrometer (MS) โดยอุณหภูมิของตัวตรวจวัด 
เท่ากับ 280 องศาเซลเซียส (Mane et al., 2008) จากนั้นวิเคราะห์หาสารในตัวอย่างที่ได้โดยเทียบ
กับ Mass spectra ใน National Institute of Standards Technology (NIST) library  
3.2.4 การศึกษาความเป็นพิษของสารเมตาบอไลต์ที่มีผลต่อพืช  
 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมอะโซ X ก่อนและหลังจากการการก าจัดและย่อยสลาย
ทางชีวภาพดัดแปลงวิธีการของ Mane et al. (2008) และ Aravind  et al. (2016) โดยศึกษาการ
เจริญเติบโตของต้นพืช 3 ชนิด ได้แก่ ผักบุ้ง (Ipomoea aquatica ถั่วเขียว (Vigna radiata) และ 
ผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) โดยการแบ่งการทดลองออกเป็น 3 ชุด ๆ ละ 15 ต้น คือ (1) 
น้ ากลั่น (ชุดควบคุม) (2) สีย้อมอะโซ X ก่อนการบ าบัดที่ความเข้มข้น 50 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และ (3) สีย้อมอะโซ X หลังจากการบ าบัดที่ความเข้มข้น 50 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จากนั้นเริ่มการทดสอบโดยน าเมล็ดพืชทั้ง 3 ชนิดแช่ในสารละลายทั้ง 3 ชุดการทดลองเป็นเวลา 10 
ชั่วโมง แล้วน าเมล็ดดังกล่าวมาเรียงบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ที่มีกระดาษกรองที่ผ่านการฆ่า
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เชื้อแล้วที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 15 นาที จ านวน 15 เมล็ดต่อจาน รดด้วย
สารละลายทั้ง 3 ชุด ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จ านวน 1 ครั้งในวันแรกของการทดสอบ เมื่อครบ 7 วัน 
จึงวิเคราะห์การเจริญเติบโตของพืช โดยท าการวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของพืชที่ใช้ทดสอบดังนี้ 
1) ดัชนีการงอกของเมล็ดพืชชนิดต่าง ๆ (Relative seed germination index: (RSGI), (%)) ตามวิธี
ของ Sudha et al. (2018) โดยสังเกตจากการเจริญของต้นด้วยการนับจ านวนต้นที่งอกเทียบกับ
จ านวนต้นทั้งหมด น าไปค านวณค่า %RSGI ตามสามการที่ (2) 2) น้ าหนักแห้ง (กรัม) 3) ความยาว
ยอด (เซนติเมตร) และ 4) ความยาวราก (เซนติเมตร) จากนั้นน าข้อมูลมาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
การเจริญของราก (Root inhibiotion) ตามสมการที่ (3) 
 RSGI (%) = SGS/SGC × 100     ………………………….(2) 
โดยที่ SGS คือ จ านวนเมล็ดพืชที่งอกในสารละลายตัวอย่าง (สารละลายก่อนหรือหลังการบ าบัด) 
       SGC คือ จ านวนเมล็ดพืชที่งอกในน้ ากลั่น (ชุดควบคุม) 
 Root inhibition (%) = [(A-B)/A] × 100   ………………………….(3) 
โดยที่ A คือ ความยาวรากของต้นพืชในน้ ากลั่น (ชุดควบคุม) 
B คือ ความยาวรากของต้นพืชในสารละลายตัวอย่าง (ก่อนหรือหลังการบ าบัด) 
3.2.5 ศึกษาการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ที่คัดแยกได้ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่อง 
(Continuous system) 
3.2.5.1 การออกแบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred 
tank reactor: CSTR)   
ในการท าวิจัยในครั้งนี้จะออกแบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่องที่ใช้ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ โดยองค์ประกอบของถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่องจะประกอบไปด้วยดังนี้ (1) ถัง
เตรียมเชื้อและน้ าเสียสังเคราะห์ที่มีสีย้อมอะโซ (Feed tank) (2) ถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง 
(Continuous stirred-tank reactor; CSTR) และ (3) ถังเก็บน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดแล้ว (Effluent 
tank) โดยขนาดของถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) มีความกว้าง x ยาว x สูง เท่ากับ 
20X30X20 เซนติเมตร ซึ่งประกอบไปด้วยความยาวถังปฏิกรณ์ยาว 20 เซนติเมตร และช่องตก 
ตะกอน (Settling compartment) มีความยาว 10 เซนติเมตร และความสูง 10 เซนติเมตร ดังแสดง
ในรูปที่ 3.1 ในการสูบน้ าเสียสังเคราะห์ที่มีสีย้อมอะโซ X จะใช้ปั้มชนิด Peristaltic pump สูบไปยัง
ถังปฏิกรณแ์บบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) จากนั้นจะท าการให้อากาศผ่านทางปั้มให้อากาศ (Air pump) 
ทางด้านบนของถังปฏิกรณ์ น้ าเสียที่ผ่านการบ าบัดจะไหลไปยังถังเก็บน้ าเสียที่ผ่านการบ าบัด ส่วน
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ตะกอนจุลินทรีย์ก็จะตกลงไปในช่องตกตะกอน (Settling compartment) และไหลกลับไปยังถัง 
CSTR เพ่ือรักษาปริมาณของจุลินทรีย์ให้คงที 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1 องค์ประกอบของถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (Continuous stirred tank reactor: 
CSTR) 
3.2.5.2 การเดินระบบ 
ส าหรับการเดินระบบของถังปฏิกรณ์ CSTR มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 
เลี้ยงยีสต์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน ากล้าเชื้อมาเติม
ลงในถัง CSTR แล้วเติมอากาศอย่างต่อเนื่องโดยใช้ Air pump และ 2) เตรียมน้ าเสียสีย้อมสังเคราะห์
ที่ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin และสีย้อมอะโซ X ความเข้มข้นเริ่มต้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ป้อนน้ าเสียสังเคราะห์เข้าสู่ถัง CSTR ด้วย Peristaltic pump โดยปรับอัตราการไหลให้ได้ค่าระยะ 
เวลากักเก็บน้ า (Hydraulic Retention Time; HRT) เท่ากับ 24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างน้ าเสียที่ผ่าน
การบ าบัดจาก Effluent tank ทุก ๆ 1 วัน เป็นเวลา 10 วัน โดยน าไปวิเคราะห์ค่าต่าง ๆ คือ การ
เจริญเติบโตของเชื้อโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ค่าความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรด้วยเครื่อง 
Visible spectrophotometer และค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามวิธีในข้อที่ 3.2.2.9 ค่าซีโอดี 
(COD) เปอร์เซ็นต์การก าจัดซีโอดี (%COD removal) และปริมาณของสารแขวนลอย (Suspended 
solids) 
3.2.5.3 การหาค่าซีโอด ี(Chemical Oxygen Demand: COD) 
ในการวิเคราะห์การหาค่าซีโอดีตามวิธีมาตรฐานของ APHA (1999a) ส าหรับ
วิเคราะห์น้ าเสียโดยปิเปต 0.1 N K2Cr2O7  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างน้ าที่ผ่านการเจือจาง
ให้อยู่ในช่วงของโอดีที่ยอมรับได้ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร และเติมกรดซัลฟิวริก 3.5 มิลลิลิตร น าไป
เขย่าให้สารเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นท าการย่อยโดยอบที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
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ชั่วโมง ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นถ่ายสารละลายจากหลอดทดลองลงในขวดรูปชมพู่ ท า
การไทเทรตด้วย Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O โดยใช้ Ferroin เป็น อินดิเคเตอร์ โดยที่จุดยุติจะได้สาร 
ละลายน้ าตาลแดง (การท า blank จะใช้น้ ากลั่นแทนสารละลายก่อนและหลังการบ าบัด และท า
เหมือนตัวอย่างทุกขั้นตอน) จากนั้นน าไปค านวณหาค่าซีโอดีตามสมการที่ (4) และค านวณเปอร์เซ็นต์
การก าจัดซีโอดีตามสมการที่ (5) 
        Chemical Oxygen Demand (COD) (mg/L) = [(A-B) × N × 8,000]/ V  ………….……….(4) 
 โดยที่  A  คือ ปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ที่ใช้ไทเทรตสารละลาย blank (มิลลิลิตร) 
         B  คือ ปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ที่ใช้ไทเทรตสารละลายตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
        N  คือ ความเข้มข้นของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ที่ใช้ (Normality) 
                8,000 คือ น้ าหนักของออกซิเจนที่เป็น 10 เท่า × 1,000 มิลลิลิตรต่อลิตร 
        V  คือ ปริมาตรตัวอย่างน้ าที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
%COD removal = [(Cin-Ceff)/Cin] × 100        …..…….………….(5) 
โดยที่  Cin  คือ ค่าซีโอดีของสี Acid Red 73 100 ก่อนการบ าบัด 
                Ceff คือ ค่าซีโอดีของสี Acid Red 73 หลังการบ าบัดที่เวลาต่าง ๆ  
3.2.5.4 การหาปริมาณสารแขวนลอย (Suspended Solid) 
ในการวิเคราะห์หาสารแขวนลอยทั้งหมดด้วยวิธีมาตรฐานของ APHA (1999b) 
ส าหรับวิเคราะห์น้ าเสียตามวิธีของ Xu et al. (2015)   
เริ่มต้นการทดลองโดยการชั่งกระดาษกรองใยแก้วที่ผ่านการอบที่อุณหภูมิ 103 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการกรองตัวอย่างผ่านกระดาษกรองใยแก้วจนหมด และ
น าไปอบที่อุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง วางให้เย็นในเดซิเคเตอร์ (Desiccator) 
แล้วชั่งน้ าหนักของกระดาษกรองใยแก้วอีกครั้ง จนน้ าหนักคงท่ี น าไปค านวณตามสมการที่ 6 
Suspended solids (mg/L) = [(A-B) × 106]/ V       …..…….………….6) 
โดยที่  A  คือ น้ าหนักกระดาษกรอง+ปริมาณสารที่เหลืออยู่บนกระดาษกรอง (กรัม) 
                B  คือ น้ าหนักกระดาษกรอง (กรัม) 
                V  คือ ปริมาตรตัวอย่างน้ าที่ใช้ (มิลลิลิตร)    
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3.2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลด้วยสถิติ 
3.2.6.1 สถิติพ้ืนฐาน ได้แก่ ค่าเฉลี่ย ร้อยละ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
3.2.6.2 วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดยวิเคราะห์ความแปรปรวนโดยใช้ 
Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95โปรแกรม Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 
version 17.0 แบบ One Way Anova ด้วยวิธี % 
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บทที ่4  
ผลการวิจัย  
4.1 ลักษณะทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดิน  
ลักษณะทางกายภาพและเคมีของตัวอย่างดินจากบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก
จังหวัดปัตตานี สุ่มทั้ง 3 จุด จุด จุดที่ 1 บริเวณน้ าทิ้งท่ีออกจากท่อน้ าทิ้ง จุดที่ 2 ห่างจากจุดแรก 100 
เมตร จุดที่ 3 ห่างจากจุดสอง 100 เมตร ดินทั้ง 3 จุด มีลักษณะเป็นดินร่วนปนทรายและมีค่าพีเอช 
เท่ากับ 9.51 
4.2 การคัดแยกและระบุสายพันธุ์ของยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดและย่อยสลายสีย้อมอะโซ 
4.2.1 การคัดแยกยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซ 
ยีสต์ที่คัดเลือกได้จากตัวอย่างดินที่เก็บมาจากบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก
ด้วยอาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ทั้ง 11 ชนิด ได้แก่ Acid Red 57 (AR 57), 
Reactive Black 5 (RB 5), Acid Blue 113 (AB 113), Reactive Violet 5 (RV 5), Acid Orange II 
(AO II), Reactive Yellow 84 (RY 84), Reactive Green 19 (RG 19) Acid Red 73 (AR 73), 
Acid Blue 221 (AB 221), Reactive Red 120 (RR 120) และ Reactive Red M5B (RR M5B) ได้
ทั้งหมด 32 ไอโซเลตโดยคัดเลือกโคโลนีที่มีวงใสรอบโคโลนีดังแสดงในตารางที่ 4.1 จากนั้นจึงน าแต่
ละไอโซเลตมาคัดเลือกอีกครั้งโดย Streak เชื้อแต่ละไอโซเลตบนอาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อมอะโซ
แต่ละชนิดที่ตรงกับสีย้อมที่คัดแยกยีสต์แต่ละไอโซเลตนั้น ๆ อีกครั้ง แล้วคัดเลือกไอโซเลตที่เกิด
วงรอบโคโลนีที่ใหญ่และชัดเจน โดยวัดอัตราส่วนเส้นผ่าศูนย์กลางบริเวณวงใสต่อเส้นผ่าศูนย์กลางของ
โคโลนี (พิมพ์ชนา และคณะ, 2016) ซึ่งคัดเลือกยีสต์จากขั้นตอนนี้เหลือ 19 ไอโซเลต ซึ่งเมื่อพิจารณา
จากลักษณะและรูปร่างของโคโลนีบนอาหารแข็ง Martin และส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
แล้วสามารถจัดกลุ่มของยีสต์ที่คัดแยกได้ทั้ง 19 ไอโซเลตได้ 7 กลุ่ม (A-G) ตามรูปร่างของโคโลนีที่มี
ลักษณะเหมือนกัน ซึ่งไม่ได้คัดเลือกตามชนิดของสีแต่คัดเลือกจากลักษณะโคโลนีที่มีรูปร่างเหมือนกัน
ให้อยู่ในกลุ่มด้วยกันดังแสดงในตารางที่ 4.2 จากนั้นน าเชื้อยีสต์กลุ่มละ 1 ไอโซเลตมาศึกษาการบ าบัด
สีย้อมอะโซทั้ง 11 ชนิดในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีสีย้อมชนิด ต่าง ๆ 6 ชนิด ได้แก่ Reactive 
Black 5 (RB 5), Acid Blue 113 (AB113), Acid Blue 221 (AB221), Acid Red 57 (AR 57), Acid 
Red 73 (AR 73) และ Reactive Violet 5 (RV 5) แล้ววิเคราะห์ผลการหายไปของสีย้อมทั้ง 6 ชนิด 
ซึ่งได้ผลการศึกษาดังแสดงในตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 จ านวนโคโลนีของยีสต์ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติกด้วย
อาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ 
No. Azo dyes Selected I Selected II 
1 AR 57   co 15, 33, 70, 37 co 37 
2 RB 5   co 6, 34, 38, 42, 44, 49, 52, 71, 76, 
77, 75 
co 34, 71 
3 AB 113   co 9, 11, 12, 21, 22, 23, 24, 26, 33 , 
43, 49, 65, 66, 69, 70, 71, 72, 74, 75, 
76, 81 
co 9, 11, 12, 22, 23, 
26 
4 RV 5   co 15, 22, 23, 20, 27, 29, 26, 19, 18, 
10 
co 29, 26.1, 26.2, 10, 
18 
5 AO II  co 4, 7, 6, 10 co 4.1, 4.2, 6 
6 RY 84   co 5, 6, 14, 18 co 14.2, 6 
7 RG 19   co 15, 26, 12, 16, 13 co 16.1 ,16.2, 12, 13 
8 AR 73 co 9, 5, 30, 28, 25, 14 co 30, 14, 5 
9 AB 221   co 26, 29, 9, 25, 19, 6 co 25, 19 
10 RR 120   co 2, 1, 6, 25, 27, 10 co 1, 10, 6 
11 RR M5B   co 26, 24, 22, 4,1, 21 co 21 
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ตารางที่ 4.2 การจัดกลุ่มไอโซเลตของยีสต์ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้า
บาติกด้วยอาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ  
Group Isolate Group Isolate 
A co 37 AR 57 D co 8 AR 73 
co 9 AB 113  co 6 RR M5B 
co 1 AB 113*  co 10  RR 120* 
B co 25 AR 73 * E co 34 RB 5* 
co 21 RR M5B  co 7 AO II    
C co 10 RV 5 F co 4.2 AO II    
co 29 RV 6  co 6 RR 120* 
co 71 RB 5* G co 14.1 RY 84* 
co 19 RB 221*   
co 8.1 RG 19   
co 14.2  RY 84 
* หมายถึง ตัวแทนของแต่ละกลุ่มท่ีถูกคัดเลือกไปใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
จากผลการศึกษาในตารางที่ 4.3 พบว่า ยีสต์ co 6 RR 120 หรือยีสต์ไอโซเลต co. 6 ที่คัด
แยกมาได้จากอาหารแข็ง Martin ที่มีสีย้อม Reactive Red 120 ผสมอยู่สามารถก าจัดสีย้อมอะโซทั้ง
หกชนิดที่ใช้ทดสอบได้ดีที่สุดโดยสามารถก าจัดสีได้มากที่สุดในระยะเวลาที่สั้นกว่าเมื่อเทียบกับไอโซ
เลตอ่ืน ๆ ดังนี้ ยีสต์ไอโซเลต co 6 ก าจัดสีย้อม RB 5 และ RV 5 ได้ 100% (5 ชั่วโมง) สีย้อม AB 
221 และ RV 5 ก าจัดได้ 100% AR 57 ก าจัดได้ 90% และ AB 113 ก าจัดได้ 50% (20 ชั่วโมง) 
ขณะที่โคโลนีอ่ืน ๆ ได้แก่ ยีสต์ไอโซเลต co 10 RR 120 ก าจัดสีย้อม RB 5 ได้ 100% (10 ชั่วโมง) 
และสีย้อม RB 221, AR 57, AR 73 และ RV 5 ได้ 50, 100, 80, 100 และ 70% (20 ชั่วโมง) 
ตามล าดับ ยีสต์ไอโซเลต co 14.1 RY 84 ก าจัดสีย้อม RB 5, RB 221, AR 57, AR 73 และ RV 5 ได้ 
0, 40, 80, 70, 50 และ 10% (20 ชั่วโมง) ตามล าดับ ยีสต์ไอโซเลต co10 RV 5 ก าจัดสีย้อม RB 
113 และ RV 5 ได้ 100% (5 ชั่วโมง) ส่วนสีย้อม RB 5, AB 113, AR 57 และ AR 73 ได้ 10, 50, 90 
และ 80% (20 ชั่วโมง) ยีสต์ไอโซเลต co 34 RB 5 ก าจัดสีย้อม RB221 และ RV 5 ได้ 100% (10 
ชั่วโมง) และสีย้อม RB 5, AR 57 และ AR73 ได้ 10, 20, 100 และ 90% (20 ชั่วโมง) ตามล าดับ 
ยีสต์ไอโซเลต co 1 AB 113 ก าจัดสีย้อม RV 5 และ RB 113 ได้ 100% (5 และ 10 ชั่วโมง) และสี
ย้อม RB 5, AB 221, AR57 และ AR 73 ได้ 0, 20, 100 และ 90% (20 ชั่วโมง) ตามล าดับ ยีสต์ไอโซ
เลต co 19 RB 221 ก าจัดสีย้อม AR 57 ก าจัดได้ 100% (10 ชั่วโมง) และก าจัดสีย้อม RB 5, RV 5 
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AB 221, RV 5 และ AB 113 ได้ 100, 30, 50, 70 และ 0% (20 ชั่วโมง) ตามล าดับ และยีสต์ไอโซ
เลต co 19 RB 221 ก าจัดสีย้อม RB5 และ AR57 ได้ 100% (10 ชั่วโมง) ส่วนสีย้อม RV5, AB 221, 
RV 5 และ AB 113 ก าจัดได้ 40, 100, 80 และ 20% (20 ชั่วโมง) ตามล าดับ และเมื่อน าข้อมูล
ดังกล่าวมาสร้างเป็นแผนภูมิแท่งดังรูปที่ 4.1 เพ่ือให้การพิจารณาผลง่ายขึ้น จากผลดังกล่าวจึงสรุปได้
ว่ายีสต์ไอโซเลต co. 6 สามารถก าจัดสีย้อมอะโซทั้ง 6 ชนิดได้ดทีี่สุด ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีสต์ไอโซเลตนี้
มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีได้หลายชนิดซึ่งเป็นประโยชน์ในการน ายีสต์ไอโซเลตนี้ไปประยุกต์ใช้ใน
การก าจัดสีย้อมในน้ าเสีย ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกยีสต์ไอโซเลต co. 6 ไปใช้ในการศึกษาในขั้นตอนถัดไป 
ตารางท่ี 4.3 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ของยีสต์ไอโซเลตที่คัดเลือกได้จากดิน
บริเวณทางน้ าทิ้งของโรงงานย้อมผ้าบาติก 
Group Isolate Azo dyes %Decolorization Time (hr) 
A co 1 AB 113 RB 5 0 20 
  AB 113 100 10 
  RB 221 20 20 
  AR 57 100 20 
  AR 73 90 20 
  RV 5 100 5 
B co 25 AR 73 RB 5 100 10 
  AB 113 40 20 
  RB 221 100 20 
  AR 57 80 20 
  AR 73 100 10 
  RV 5 80 20 
C co 10 RV 5 
 
RB 5 10 20 
 AB 113 100 5 
  RB 221 50 20 
  AR 57 90 20 
  AR 73 80 20 
  RV 5 100 5 
C co 19 RB 221 RB 5 100 20 
  AB 113 30 20 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 
Group Isolate Azo dyes %Decolorization Time (hr) 
  RB 221 50 20 
  AR 57 70 20 
  AR 73 100 5 
  RV 5 70 20 
D co 10 RR 120 RB 5 100 10 
  AB 113 50 20 
  RB 221 100 20 
  AR 57 80 20 
  AR 73 100 10 
  RV 5 80 20 
E co 34 RB 5 RB 5 10 20 
  AB 113 100 10 
  RB 221 20 20 
  AR 57 100 20 
  AR 73 90 20 
  RV 5 100 10 
F co 6 RR 120 RB 5 100 5 
  AB 113 50 20 
  RB 221 100 20 
  AR 57 90 20 
  AR 73 100 5 
  RV 5 100 20 
G co 14.1 RY 84 RB 5 0 20 
  AB 113 40 20 
  RB 221 80 20 
  AR 57 70 20 
  AR 73 50 20 
  RV 5 10 20 
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รูปที่ 4.1 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ของยีสต์ที่แยกได้จากดินบริเวณโรงงานย้อม 
ผ้าบาติก จ.ปัตตานี  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2 ลักษณะโคโลนีของยีสต์ P. kudriavzevii  (A) บนอาหารแข็ง Martin (B) ถ่ายภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (100X) และ (C) ถ่ายด้วยกล้อง Scanning electron microscope (SEM) (3,500X) 
4.2.2 การระบุสายพันธุ์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ 
จากผลการระบุสายพันธุ์ของยีสต์โดยอาศัยข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน D1/D2 
domian ของ large subunit (LSU) 26S rRNA gene ของยีสต์ที่คัดแยกได้เปรียบเทียบกับล าดับ    
นิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ในฐานข้อมูลของ National Center for Biotechnology Informa- 
tion (NCBI) ด้วยโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) พบว่า ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีสต์ไอโซเลต co 6 ขนาด 580 bp ที่มีความเหมือน (similarity) กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
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ยีสต์สายพันธุ์ Pichia kudriavzevii 100% จึงสามารถระบุได้ว่ายีสต์สายพันธุ์ดังกล่าวคือ Pichia 
kudriavzevii 
4.2.3 การคัดเลือกชนิดของสีย้อมอะโซที่ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดได้ดีที่สุด 
จากการศึกษาชนิดของสีย้อมอะโซทั้ง 11 ชนิด (Acid Red 57 (AR 57), Reactive Black 
5 (RB 5), Acid Blue 113 (AB 113), Reactive Violet 5 (RV 5), Acid Orange II (AO II), 
Reactive Yellow 84 (RY 84), Reactive Green 19 (RG 19) Acid Red 73 (AR 73), Acid Blue 
221 (AB 221), Reactive Red 120 (RR 120) และ Reactive Red M5B (RR M5B)) ที่ยีสต์ P. 
kudriavzevii  สามารถก าจัดได้ดีที่สุดคือ Acid Red 73 โดยสามารถก าจัดได้ 100% ภายใน 5 
ชั่วโมง รองลงมาคือ สี Reactive black 5 และ Reactive green 19 ได้ 100% ภายใน 8 และ 10 
ชั่วโมง ตามล าดับ ส าหรับสี Acid Blue 113, Acid Blue 221, Acid Red 57, Reactive Red M5B 
และ Reactive Yellow 84 สามารถก าจัดได้มากกว่า 90% ภายใน 12 ชั่วโมง ขณะที่ Reactive 
Red 120 Acid Orange II และ Reactive Violet 5 สามารถก าจัดได้เพียง 66, 49 และ 48% 
ตามล าดับ รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 4.4 ซึ่งจะเห็นได้ว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสี 
Acid Red 73 ได้ดีที่สุดโดยใช้ระยะเวลาน้อยที่สุด นอกจากนี้การก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii เป็นกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพเพียงอย่างเดียว โดยสีหลังการบ าบัดนอกจาก
ไม่มีสีหลงเหลืออยู่ เมื่อน าสารละลายดังกล่าวไปปั่นเหวี่ยงแล้วส่วนใส (Supernatant) ไม่มีสีซึ่งไม่
แตก ต่างกับสารละลายหลังการบ าบัดก่อนการปั่นเหวี่ยง และส่วนของตะกอนเซลล์มีสีขาวไม่มีสีย้อม
ติดอยู่ที่เซลล์ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับผลที่ได้จากการศึกษาบนอาหารแข็งที่มีการผสมเชื้อกับสีแล้วเลี้ยง
บนอาหารแข็ง Martin เป็นเวลา 10 ชั่วโมง พบว่า สีย้อม Acid Red 73 เปลี่ยนจากสีแดงกลายเป็น
ใสไม่มีสี ดังแสดงในรูปที่ 4.3(G) จากผลการศึกษาทั้งสองดังที่ได้กล่าวมาแสดงให้เห็นว่ายีสต์  
P. kudriavzevii มีกลไกการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยกระบวนการย่อยทางชีวภาพไม่ใช่การดูดซับ
บนผิวเซลล์ ขณะที่การบ าบัดสีย้อม 5 ชนิด ด้วยยีสต์เป็นการย่อยสลายควบคู่กับการดูดซับบนผิว
เซลล์ เช่น Acid Red 57 (AR 57), Acid Orange II (AO II), Reactive Yellow 84 (RY 84), Acid 
Blue 221 (AB 221) และ Reactive Red 120 (RR 120) ดังนั้นจึงจะเห็นได้ว่าก่อนน าสารละลาย
หลังการบ าบัดไปปั่นเหวี่ยงจะเห็นสารละลายมีสี แต่เมื่อน าไปปั่นเหวี่ยงพบว่าสารละลายส่วนใสไม่มีสี 
เนื่องจากว่ายีสต์ P. kudriavzevii มีการดูซับสีย้อมที่เซลล์ท าให้เมื่อตกตะกอนเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง 
มีเพียงตะกอนเซลล์ที่ติดสี ส่วนสารละลายส่วนใสไม่มีสี ดังแสดงในรูปที่ 4.3(A, C, E, F, H) และด้วย
โครงสร้างของสีย้อมทั้ง 5 ชนิด มีโครงสร้างที่ซับซ้อน ดังแสดงในตารางที่ 4.4 จึงท าให้การบ าบัดสี
ต้องใช้ระยะเวลายาวนานขึ้นส่งผลท าให้เกิดการย่อยสลายที่ยังไม่สมบูรณ์ในการเปลี่ยนแปลงเป็นสาร
อ่ืน ๆ ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยจึงเลือกสีย้อม Acid Red 73 ไปใช้ในการศึกษาต่อไป 
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ตารางท่ี 4.4 การก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ ของยีสต์ P. kudriavzevii   
Azo dyes Structure max % Decolorization Time (hr) Biodegradation 
Acid Orange II 
 
483 49 12 *, ** 
Reactive Violet 5 
 
560 98 12 * 
Acid Red 57 
 
514 96 12 *, ** 
Acid Blue 113 
 
568 90 12 * 
Acid Red 120 
 
534 66 12 *, ** 
(Qu et al., 2012; Tan et al., 2013; Tan et al., 2016) 
*การย่อยสลาย หมายถึงยีสต์ก าจัดสีย้อมอะโซด้วยกระบวนการย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อม  
**การดูดซับ หมายถึงยีสต์ก าจัดสีย้อมอะโซด้วยกระบวนการดูดซับบนผิวเซลล์ 50 
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ตารางท่ี 4.4 (ต่อ) 
Azo dyes Structure max % Decolorization Time (hr) Biodegradation 
Reactive Yellow 84 
 
425 96 12 *, ** 
Acid Red 73 
 
509 100 5 * 
Acid Blue 221 
 
612 98 12 *, ** 
Reactive Green 19 
 
630 100 10 * 
Reactive Black 5 
 
597 100 8 * 
Reactive Red M5B  
 
537 99 12 * 
(Qu  et al., 2012; Tan et al., 2013; Tan et al., 2016) 
* การย่อยสลาย หมายถึงยีสต์ก าจัดสีย้อมอะโซด้วยกระบวนการย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อม  
**การดูดซับ หมายถึงยีสต์ก าจัดสีย้อมอะโซด้วยกระบวนการดูดซับบนผิวเซลล์ 51 
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รูปที่ 4.3 การก าจัดสีย้อมอะโซชนิดต่าง ๆ โดยยีสต์ P. kudriavzevii  (A-K) ลักษณะของสีก่อนและ
หลังการบ าบัดในอาหารเหลว Martin (A) Acid Orange II (AO II), (B) Reactive Violet 5 (RV 5), 
(C) Acid Red 57 (AR 57), (D) Acid Blue113 (AB 113), (E) Reactive Red 120 (RR 120), (F) 
Reactive Yellow 84 (RY 84), (G) Acid Red 73 (AR 73), (H) Acid Blue 221 (AB 221), (I) 
Reactive Green 19 (RG 19), (J) Reactive Black 5 (RB 5) และ (K) Reactive Red M5B (RR 
M5B) โดย (1) ลักษณะสีย้อมอะโซก่อนการบ าบัดสี (2) หลังจากบ าบัดสี และ (3) ส่วนใสของสีย้อม 
อะโซหลังการบ าบัดที่ได้จากการปั่นเหวี่ยง (L) ลักษณะของสีหลังการบ าบัดบนอาหารแข็ง Martin  
4.3 การศึกษาผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่มีต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 
ของยีสต์ P. kudriavzevii  
4.3.1 ความเข้มข้นเริ่มต้นของสีย้อม Acid Red 73 
จากการศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.4 พบว่าที่ความเข้มข้นของสี 25-
200 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ 100% ภายในเวลา 8 ชั่วโมง และที่ความเข้มข้น 300-
500, 800 และ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ 99, 86 และ 55% ภายในเวลา 10 
ชั่วโมง ตามล าดับ และจากการศึกษาเพ่ิมเติมถึง 24 ชั่วโมง พบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถ
A B 
D EG H I
J K
L 
53 
 
ก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ความเข้มข้น 800 และ 1,000 ได้ 100 และ 99% ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้
ว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดและทนต่อความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 ที่สูง โดยจะ
เห็นได้ว่าที่ความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 สูงถึง 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii 
ก็ยังสามรถก าจัดสีในระยะเวลาเพียง 24 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับการศึกษาของ Qu et al. (2012) พบว่า
ยีสต์ Pichia sp. สามารถก าจัดสี Acid Red B ที่ความเข้มข้นสี 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 80% 
ภายใน 12 ชั่วโมง และที่ความเข้มข้นของสี 300-500 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถก าจัดสีได้ 50-60% 
ภายใน 4 วัน ซึ่งจะเห็นได้ว่าระยะเวลาการบ าบัดนั้นยาวนากว่าจากการศึกษาในครั้งนี้ และจากผล
การศึกษาของ Tan et al. (2013) พบว่า ยีสต์ Candida tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสี Acid 
Brilliant Scarlet GR ที่ความเข้มข้น 20-100 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 95% ภายใน 24 ชั่วโมง และที่
ความเข้มข้นของสีมากกว่า 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์ C. tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสีได้ 59% 
ภายใน 5 วัน ที่ความเข้มข้นสีเท่ากันจะเห็นได้ว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามรถก าจัดสีในระยะเวลา
เพียง 24 ชั่วโมง  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ด้วยยีสต์ที่คัดแยกได ้
P. kudriavzevii   
จากผลการศึกษาของ Tan et al (2014) พบว่า ยีสต์ Magnusiomyces ingens LH-F1 
สามารถก าจัดสีย้อม Acid Red B ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 98% ภายใน 10 ชั่วโมง 
และท่ีความเข้มข้นของสี 100 250, 300 และ 800 มิลลิกรัมต่อลิตร ยีสต์ M. ingens LH-F1 สามารถ
ก าจัดสีได้ 96, 92 และ 50% ภายในระยะเวลา 20-44, 56 และ 108 ชั่วโมง ตามล าดับ นอกจากนี้ 
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Song et al (2017) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของยีสต์ Pichia occidentalis G1 ในการก าจัดสีย้อม 
Acid Red B ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่า ยีสต์ P. occidentalis G1 สามารถก าจัดสีย้อมAcid Red 
B ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 98% ภายใน 16 ชั่วโมง และที่ความเข้มข้นของสี 100-600 
มิลลิกรัมต่อลิตร ก าจัดสีได้ 94 % ที่ระยะเวลา 20-36 ชั่วโมง และที่ความเข้มข้นของสี 800 และ 
1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ก าจัดสีได้ 77 และ 62%ที่ ระเวลา 36 ชั่วโมง ตามล าดับ จากผลการศึกษา
เห็นได้ว่า ยีสต์ P. kudriavzevii ที่คัดแยกได้จากงานวิจัยนี้มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซได้
สูงมากเมื่อเปรียบเทียบกับยีสต์ที่ได้รายงานในงานวิจัยก่อนหน้านี้ โดยสามารถก าจัดสีย้อมที่ความ
เข้มข้นสูง 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้หมดภายในระยะเวลาที่รวดเร็วมากเพียง 6 ชั่วโมง และที่ความ
เข้มข้นสูงถึง 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ใช้เวลาเพียง 10 ชั่วโมงก็สามารถก าจัดสีย้อมได้หมด และใช้เวลา
เพียง 24 ชั่วโมง ในการก าจัดสีย้อมที่ความเข้มข้นสูงถึง 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร นอกจากยีสต์สาย
พันธุ์นี้มีประสิทธิภาพสูงในการก าจัดสีย้อมแล้วยังสามารถด ารงชีวิตและท างานได้ในสารละลายที่มี
ความเข้มข้นของสีย้อมท่ีสูงมากด้วย ดังนั้นจึงเป็นจุดเด่นและข้อได้เปรียบในการน ายีสต์สายพันธุ์ไปใช้
ในการบ าบัดน้ าเสียที่ปนเปื้อนสีย้อมในระดับอุตสาหกรรมต่อไปได้  
4.3.2 ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 
จากการศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่มีต่อประสิทธิภาพในการ
ก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดยได้ศึกษาแหล่งคาร์บอน 2 ชนิด คือ กลูโคส
และซูโครส ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ คือ 0, 2, 5, 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร จากผลการศึกษา
พบว่า กลูโคสความเข้มข้น 2-20 กรัมต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีย้อม Acid Red 
73 ได้มากกว่า 97% ภายใน 4 ชั่วโมง และสามารถก าจัดสีได้ 100% ภายในเวลา 10 ชั่วโมง และใน
อาหารที่ไม่มีกลูโคส (กลูโคสความเข้มข้น 0 กรัมต่อลิตร) ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้ 
64% ภายใน 10 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.5(A) และจากการศึกษาผลของซูโครสต่อความสามารถใน
การก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii พบว่าที่ความเข้มข้นของซูโครส 2-20 กรัม
ต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้มากกว่า 94% ภายใน 4 ชั่วโมง และก าจัดสีได้ 
100% ที่ระยะเวลา 10 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่ 4.5(B) จากผลการศึกษาพบว่าประสิทธิภาพในการ
ก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วย ยีสต์ P. kudriavzevii ในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสและ
ซูโครสไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p≥0.05) แต่อย่างไรก็ตามด้วยราคาของซูโครสที่ราคา
ต่ ากว่ากลูโคส นอกจากนี้ยังพบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีย้อมได้เมื่อถูกเลี้ยงในอาหาร
ที่มีกลูโคสหรือซูโครสความเข้มข้น 2 -20 กรัมต่อลิตร ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
( p≥0.05) ที่ระยะเวลา 10 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
แสดงว่าในการเลี้ยงเชื้อยีสต์ดังกล่าวสามารถปรับองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ให้มี
กลูโคสหรือซูโครสเพียง 2 กรัมต่อลิตร ได้เพ่ือลดต้นทุนในการเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้ยังพบว่า การไม่เติม
55 
 
แหล่งคาร์บอนทั้งกลูโคสหรือซูโครสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ยีสต์ก็ยังสามารถก าจัดสีย้อมได้ถึง 64% 
ภายใน 10 ชั่วโมง ถึงแม้ประสิทธิภาพดังกล่าวจะไม่ดีเท่ากับอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมแหล่งคาร์บอน
แต่แสดงให้เห็นว่า ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถใช้สารเมตาบอไลท์หรือผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจาก
กระบวนการย่อยสลายของสีย้อมเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโตได้  อย่างไรก็ตามจากผล
การศึกษานี้สามารถสรุปได้ว่า การเลี้ยงยีสต์ดังกล่าวเพ่ือใช้ในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ควรมี
การเติมซูโครงลงไปปริมาณ 2 กรัมต่อลิตร เพ่ือช่วยให้ยีสต์สามารถเจริญเติบโตได้รวดเร็วขึ้นท าให้
ช่วยเพิ่มจ านวนยีสต์ในระบบให้มากขึ้นอย่างรวดเร็วซึ่งจะส่งผลต่อเนื่องต่อประสิทธิภาพในกรก าจัดสี
ย้อมในระบบต่อไปด้วย จากรายงานการวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อ
ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซของยีสต์สายพันธุ์ต่าง ๆ โดย Qu et al. (2012) ได้ศึกษาผลของ
ความเข้มข้นของกลูโคสต่อการก าจัดสีย้อม Acid Red B พบว่าที่ความเข้มข้นของกลูโคส 5-10 กรัม
ต่อลิตร ยีสต์ Pichia sp. สามารถก าจัดสี Acid Red B (80 มิลลิกรัมต่อลิตร) ได้เพียง 90% ภายใน
เวลา 10 ชั่วโมง และที่ความเข้มข้นของกลูโคส 2 กรัมต่อลิตร สามารถก าจัดสีได้เพียง 60%ภายใน
เวลา 10 ชั่วโมง จะเห็นได้ว่าเมื่อเทียบกับการศึกษาในครั้งนี้ ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้
มากกว่า 94% ภายใน 4ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นของกลูโคสและซูโครส 2 กรัมต่อลิตร จะเห็นได้ว่ายีสต์ 
P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้แม้ความเข้มข้นของกลูโคสและซูโครสเพียง 2 กรัมต่อลิตร ซึ่งถือ
ว่าแหล่งคาร์บอนในระบบน้อยมาก แต่ยีสต์ P. kudriavzevii ยังสามารถก าจัดสีได้และเปอร์เซ็นต์การ
ก าจัดสีที่สูงในระยะเวลาการก าจัดสีย้อมที่น้อย และจากการศึกษาของ Qu et al. (2012) ยังพบว่า
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกลูโคสเป็น 15 กรัมต่อลิตร ประสิทธิภาพในการก าจัดสีของยีสต์สายพันธุ์
ดังกล่าวลดลง โดยให้เหตุผลว่าเนื่องจากยีสต์ Pichia sp. จะใช้แหล่งคาร์บอนที่มีอยู่ในระบบมากกว่า
การใช้สารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการย่อยสลายของโมเลกุลสีย้อมอะโซเป็นแหล่งคาร์บอนจึงท าให้
ประสิทธิภาพในการการก าจัดสีลดลง (Qu et al., 2012) และจากการศึกษาของ Song et al. 
(2017) พบว่า ยีสต์ Pichia. occidentalis G1 สามารถก าจัดสี Acid Red B ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 96% ภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง ที่กลูโคสความเข้มข้น 2-4 กรัมต่อลิตรใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ แต่เมื่อความเข้มข้นของกลูโคสเพ่ิมสูงขึ้นถึง 5-6 กรัมต่อลิตร การก าจัดสีก็จะน้อยลง
ตามความเข้มข้นของกลูโคสที่เพ่ิมสูงขึ้น ซึ่งต่างจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าที่ความเข้มข้นของกลูโคส
และซูโครสเป็น 15 กรัมต่อลิตรยีสต์ P. kudriavzevii ก็ยังสามารถก าจัดสีได้ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p≥0.05) เมื่อเทียบกับที่ความเข้มข้นของกลูโคสและซูโครสเป็น 2-10 กรัมต่อลิตร และ
จากการศึกษาของ Tan et al. (2013) พบว่า ยีสต์ C. tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสี Acid 
Brilliant Scarlet GR ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสความเข้มข้น
ของ 2 กรัมต่อลิตร ได้เพียง 60% ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากการศึกษาจะเห็นได้ว่ายีสต์ C. 
tropicalis TL-F1 มีประสิทธิภาพการก าจัดสีน้อยกว่าเมื่อเทียบกับยีสต์ P. kudriavzevii ที่ได้จาก
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การคัดแยกในครั้งนี้ ที่ใช้ระยะเวลาเพียง 4 ชั่วโมง สามารถก าจัดสี Acid Red 73 ได้มากกว่า 93% ที่
ความเข้มข้นของกลูโคสและซูโครส 2 กรัมต่อลิตร จากผลการศึกษาและการรายงานข้างต้นแสดงให้
เห็นว่ายีสต์ P. kudriavzevii ที่คัดแยกได้จากงานวิจัยนี้สามารถบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ได้ใน
แหล่งอาหารที่มีซูโครส 2 กรัมต่อลิตร และยีสต์สายพันธุ์ดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะ
โซเมื่อเทียบกับสายพันธุ์อื่น ๆ ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้น  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ที่คัด
แยกได้ P. kudriavzevii โดยที ่(A) ความเข้มข้นของกลูโคส และ (B) ความเข้มข้นของซูโครส 
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4.3.3 ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 
จากการศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน โดยได้ท าการศึกษาแหล่ง
ไนโตรเจนจาก 2 แหล่งคือ แอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย ส าหรับผลการศึกษาของความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมซัลเฟตต่อความสามารถในการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
พบว่าที่เวลา 4 ชั่วโมง ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสี Acid Red 73 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Martin ที่มีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟต ความเข้มข้น 0.5-4 กรัมต่อลิตร ได้มากกว่า 95% และเมื่อ
เวลาเพ่ิมขึ้นเป็น 10 ชั่วโมง สามารถก าจัดสีได้ 100% ขณะที่ความเข้มข้น 6 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 4 
ชั่วโมง ก าจัดสีได้ 92% และก าจัดได้ 98% ที่เวลา 10 ชั่วโมง ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.6(A) 
ส าหรับผลของความเข้มข้นของยูเรียต่อความสามารถในการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. 
kudriavzevii ดังแสดงในรูปที่ 4.6(B) ซึ่งเห็นได้ว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมยูเรียที่ระดับความ
เข้มข้น 0.5-4 กรัมต่อลิตร ยีสต์สามารถก าจัดสีได้มากกว่า 96% และที่ความเข้มข้น 6 กรัมต่อลิตร 
ยีสต์ สามารถก าจัดสีได้ 89% ที่ระยะเวลา 4 ชั่วโมง และเม่ือเวลาเพิ่มข้ึนเป็น 10 ชั่วโมง ยีสต์สามารถ
ก าจัดสีได้มากกว่า 97% ที่ความเข้มข้นของยูเรีย 0.5-6 กรัมต่อลิตร และเมื่อศึกษาประสิทธิภาพใน
การก าจัดสีของยีสต์ดังกล่าวในอาหารที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจนทั้งแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย 
พบว่าที่เวลา 2 ชั่วโมง ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ 28% ซึ่งก าจัดได้ดีกว่าในสภาวะที่มียูเรีย ความเข้มข้น 
2-6 กรัมต่อลิตร และเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้นเป็น 4-8 ชั่วโมง ยีสต์สามารถก าจัดสีได้คงที่เท่ากับ 73-75% 
และเมื่อระยะเวลาเพ่ิมขึ้นเป็น 10 ชั่วโมง ก าจัดได้ 83% จากผลการศึกษาจะเห็นได้ว่าเมื่อความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตสูงขึ้นถึง 6 กรัมต่อลิตร จะส่งผลท าให้การก าจัดสีลดน้อยลง เนื่องจาก
เมื่อแอมโมเนียมซัลเฟตเมื่อละลายน้ าจะเกิดเป็นแอมโมเนีย ซึ่งหากมีความเข้มข้นของแอมโมเนียใน
ระบบสูงจะท าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ของยีสต์ ท าให้ยีสต์เจริญเติบโตได้ไม่ดีและเกิดการตายได้ 
ท าให้ประสิทธิภาพในการก าจัดสีลดลงไปด้วย นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับผลการก าจัดสีของยีสต์
ในสภาวะที่ไม่มีการเติมแหล่งคาร์บอนในรูปที่ 4.5 (ผลการศึกษาข้อที่ 4.3.2) พบว่า ที่เวลา 10 ชั่วโมง 
ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ 64% ซึ่งต่ ากว่าสภาวะที่ไม่มีแหล่งไนโตรเจนในรูปที่ 4.6 ประมาณ 21% จาก
ผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ายีสต์มีความต้องการแหล่งคาร์บอนมากกว่าแหล่งไนโตรเจน เมื่อ
ในระบบไม่มีแหล่งคาร์บอนยีสต์สามารถก าจัดสีได้น้อยกว่าเมื่อเทียบกับแหล่งที่ไม่มีไนโตรเจน ดังนั้น
จึงสรุปได้ว่ายีสต์สามารถใช้กลูโคสซึ่งมีอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin และสารที่เกิดจากการย่อยสลาย
ของสีย้อมเพ่ือการด ารงชีวิตได้ และยังพบว่าการเติมแหล่งคาร์บอนในอาหารมีผลให้ยีสต์สามารถ
ก าจัดสีได้สูงกว่า อย่างไรก็ตามผลการก าจัดสีก็ไม่ดีเท่ากับการมีทั้งแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนใน
ปริมาณที่เหมาะสม ซึ่งจากผลการศึกษาที่กล่าวมาทั้งหมดพบว่า ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน
และไนโตรเจนที่เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin เพ่ือเลี้ยงยีสต์ P. kudriavzevii  ส าหรับการ
ก าจัดสี Acid Red 73 โดยพิจารณาจากราคา และประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม คือ ซูโครสหรือ
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กลูโคส 2 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร และจากงานวิจัยที่ผ่านมา
เกี่ยวกับผลของแหล่งไนโตรเจนต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซของยีสต์ โดย Qu et al. 
(2012) รายงานว่า ยีสต์ Pichia sp. สามารถก าจัดสี Acid Red B ความเข้มข้น 80 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในสภาวะที่มีการเติมแอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ความเข้มข้น 0.2-2 กรัมต่อลิตร ภายในระยะเวลา 
12 ชั่วโมง ได้ 85-95% และเมื่อความเข้มข้นของ NH4Cl สูงถึง 5 กรัมต่อลิตร สามารถก าจัดได้เพียง 
65% นอกจากนี้ Tan et al. (2013) ใช้ยีสต์สายพันธุ์ C. tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสี Acid 
Brilliant Scarlet GR ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของยูเรีย 5-7 กรัมต่อลิตร ได้ 97% ภายใน
ระยะเวลาถึง 24 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ แต่ประสิทธิภาพในการบ าบัดสีด้วยยีสต์ 
P. kudriavzevii จะใช้ระยะเวลาที่น้อยกว่าเมื่อเทียบกับงานวิจัยของ Qu et al. (2012) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.6 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii  โดย (A) ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต และ (B) ความเข้มข้นของยูเรีย 
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4.3.4 ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 
จากการศึกษาผลของโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (0 -50 กรัมต่อลิตร) ต่อ
ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ของยีสต์ P. kudriavzevii ได้ผลดังกราฟในรูปที่ 4.7 
พบว่า เมื่อปริมาณของโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมขึ้นประสิทธิภาพในการก าจัดสีของยีสต์ลดลงและที่ระดับ
ความเข้มข้นเดียวกันเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้นมีผลให้การก าจัดสีย้อมของยีสต์เพ่ิมขึ้นด้วย ดังนี้ ประสิทธิภาพ
ในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ที่มีโซเดียมคลอไรด์ปริมาณ 0, 5, 10, 20, 30 และ 50กรัมต่อลิตร ยีสต์ 
สามารถก าจัดสีที่เวลา 4 ชั่วโมง ได้ 88, 63, 14, 14, 6 และ 7% ตามล าดับ และเมื่อเวลาเพ่ิมขึ้นเป็น 
6 ชั่วโมง ก าจัดสีได้ 93, 99, 86, 42, 7 และ 8% ตามล าดับ และเม่ือเวลาเพ่ิมขึ้นเป็น 8 ชั่วโมง ก าจัด
สีได้ 100, 100, 100, 89, 40 และ 12% ตามล าดับ และที่เวลา 10 ชั่วโมง ยีสต์ P. kudriavzevii 
สามารถก าจัดสีในสภาวะที่มีโซเดียมคลอไรด์ 20, 30 และ 50 กรัมต่อลิตร ได้เพ่ิมขึ้นเป็น 94, 74 
และ 35% ตามล าดับ และก าจัดได้มากกว่า 97% ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากผลการศึกษาเห็น
ได้ว่ายีสต์ P. kudriavzevii ที่คัดแยกไดส้ามารถก าจัดสีย้อมได้ในสารละลายที่มีความเข้มข้นของเกลือ
สูงได้ แสดงให้เห็นว่ายีสต์สามารถทนต่อปริมาณของเกลือที่สูงได้ ซึ่งเป็นข้อดีของยีสต์ที่สามารถ
น าไปใช้ในการบ าบัดน้ าเสียสีย้อมจากโรงงานย้อมผ้า เนื่องจากในกระบวนการย้อมผ้ามีการใช้เกลือท า
ให้น้ าเสียดังกล่าวมีความเข้มข้นของเกลือที่ค่อนข้างสูงถึง 5-10 กรัมต่อลิตร ซึ่งจุลินทรีย์ที่จะน าไปใช้
ในกระบวนการบ าบัดดังกล่าวควรจะด ารงชีวิตและท างานได้ในสภาวะที่มีความเค็ม ซึ่งยีสต์ที่คัดแยก
ได้มีคุณสมบัติดังกล่าวที่เหมาะสมในการน าไปใช้ได้อย่างดี นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน
การก าจัดสีในสภาวะที่มีโซเดียมคลอไรด์ ยีสต์ P. kudriavzevii  ที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี้สามารถทน
ต่อความเข้มข้นของเกลือที่สูงกว่าและสามารถก าจัดสีย้อมที่มีความเข้มข้นที่สูงกว่าได้ดีกว่างานวิจัยที่
ได้มีการรายงานมาก่อนหน้านี้ โดยจากการศึกษาของ Qu et al. (2012) ยีสต์ Pichia sp. ก าจัดสี 
Acid Red B ความเข้มข้น 80 มิลลิกรัมต่อลิตรในอาหารที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 2-10 
กรัมต่อลิตร พบว่า ยีสต์ Pichia sp. สามารถก าจัดสีได้ 81-89% ภายในระยะเวลา 12 ชั่วโมง และ
เมื่อความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมสูงขึ้นเป็น 15 กรัมต่อลิตร Pichia sp. สามารถก าจัดสีได้
เพียง 68% ที่เวลา 12 ชั่วโมง และจากการศึกษาของ Tan et al. (2016) ได้คัดแยกยีสต์ทนเค็มสูง
และศึกษาการก าจัดสี Acid Scarlet 3R (20 มิลลิกรัมต่อลิตร) ในสภาวะความเข้มข้นเกลือสูง (30 
กรัมต่อลิตร) พบว่ายีสต์ Scheffersomyces spartinae TLHS-SF1 ที่คัดแยกได้สามารถก าจัดสี 
Acid Scarlet 3R ได้ 96%ที่เวลา 12 ชั่วโมง จะเห็นได้ว่ายีสต์ที่คัดแยกได้ ยีสต์ P. kudriavzevii  
สามารถก าจัดสีย้อมในสภาวะเกลือที่สูง (50 มิลลิกรัมต่อลิตร) และประสิทธิภาพในการก าจัดสีที่สูง 
(มากกว่า 97% ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง) เมื่อเทียบกับงานวิจัยของ Qu et al. (2012) และ Tan 
et al. (2016)  
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รูปที่ 4.7 ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรด์ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii   
4.3.5 ค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการก าจัดสีย้อม Acid Red 73  
จากการศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ในอาหารเลี้ยเชื้อ Martin ที่มีค่าพีเอชต่าง ๆ (4-9) ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ดังแสดงในรูปที่ 
4.8 จากรูปดังกล่าวพบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้ในสภาวะที่มีค่าพีเอชในช่วงที่กว้าง 
คือที่พีเอช 4-8 ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ถึง 93-97% ที่เวลา 6 ชั่วโมง และก าจัดได้มากกว่า 97% ที่
ระยะเวลา 10 ชั่วโมง แต่เมื่อพีเอชสูงถึง 9 ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ 91% ภายใน 10 ชั่วโมง เมื่อเทียบ
กับการศึกษาของ Tan et al. (2013) ใช้ความเข้มข้นของสี Acid Brilliant Scarlet GR เริ่มต้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ายีสต์ Candida tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสีได้ 98% ภายใน 24 ชั่วโมง 
ที่พีเอช 4-6 จะเห็นได้ว่ายีสต์ C. tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสีได้ดีในช่วงของพีเอช 4-6 เท่านั้น 
และระยะเวลาในการก าจัดยาวนานถึง 24 ชั่วโมง เมื่อเทียบกับยีสต์ P. kudriavzevii ที่คัดแยกได้ใน
งานวิจัยนี้สามารถก าจัดสีไดม้ากถึง 97% ภายใน 10 ชั่วโมง ทีพีเอช 4-8 และสามารถก าจัดสีได้ 90% 
เมื่อพีเอชเท่ากับ 9 ดังนั้นจากผลการศึกษาในครั้งนี้จะเห็นได้ว่า ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัด
สี ด ารงชีวิตและท างานหรือทนต่อความเป็นกรดด่างในช่วงกว้าง ซึ่งในน้ าเสียโดยทั่วไปจะมีค่าพีเอชที่
หลากหลาย ดังนั้นจึงเป็นข้อได้เปรียบในการน ายีสต์สายพันธุ์นี้ไปใช้จริงในการบ าบัดน้ าเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม 
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รูปที่ 4.8 ผลของพีเอชต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
4.3.6 อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อต่อการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73   
จากการศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ที่อุณหภมิต่าง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.9 จะ
เห็นได้ว่าอุณหภูมิที่มีผลให้ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้ดีท่ีสุด คือ 35 องศาเซลเซียส โดย
ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้ 100% ภายในเวลา 6 ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 30 และ 40 
องศาเซลเซียส ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ 82 และ 27% ภายในระยะเวลา 10 ชั่วโมง จากผลดังกล่าว
เห็นได้ว่าที่อุณหภูมิสูงถึง 40 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ 
P. kudriavzevii จึงท าให้ยีสต์สามารถก าจัดสีได้น้อยที่อุณหภูมิดังกล่าว ขณะที่ที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส ยีสต์สามารถก าจัดสีได้ดีที่สุด นั่นแสดงว่าที่อุณหภูมิดังกล่าวเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เจริญเติบโตหรือการท างานของยีสต์สายพันธุ์นี้ ซึ่งจากการศึกษาของ Tan et al. (2013) พบว่า ยีสต์ 
Candida tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสีได ้95% ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 35-40 
องศาเซลเซียส และจากการศึกษาของ Song et al. (2017) พบว่ายีสต์ Pichia occidentalis G1 
สามารถก าจัดสี Acid Red B ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่อุณภูมิ 35 องศาเซลเซียส ได้ 90% 
ภายใน ระยะเวลา12 ชั่วโมง จากผลดังกล่าวจะเห็นได้ว่ายีสต์แต่ละสายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตและ
ท างานได้ดีที่อุณหภูมิแตกต่างกัน ส าหรับผลงานวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เจริญเติบโตและท างานของยีสต์ P. kudriavzevii คืออุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
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รูปที่ 4.9 ผลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
4.3.7 ความเร็วรอบในการเขย่า 
จากการศึกษาผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อความสามารถในการก าจัดสี Acid Red 
73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii จะเห็นได้ว่าที่ความเร็วในการเขย่า 160-200 รอบต่อนาที ยีสต์  
P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้มากกว่า 97% ภายใน 6 ชั่วโมง แต่ที่ความเร็วรอบในการเขย่าต่ า 
ๆ คือ 100 รอบต่อนาที พบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้เพียง 82% ภายใน 10 ชั่วโมง 
นอกจากนี้จะเห็นได้ว่าภายในเวลา 2 ชั่วโมง ที่ความเร็ว 160 รอบต่อนาที และยีสต์ P. kudriavzevii  
สามารถก าจัดสีได้ 62% ขณะที่ความเร็ว 100 และ 200 รอบต่อนาที ยีสต์สามารถก าจัดสีได้เพียง 
20% ดังแสดงในรูปที่ 4.9 เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Tan et al. (2013) โดยใช้ความเข้มข้น
ของสี Acid Brilliant Scarlet GR เริ่มต้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ายีสต์ Candida tropicalis 
TL-F1 สามารถก าจัดสี 98% ภายใน 24 ชั่วโมง ที่ความเร็วรอบ 160-200 รอบต่อนาที และเมื่อ
ความเร็วรอบในการเขย่าน้อยลง ท าให้การก าจัดสีน้อยลงไปด้วย โดยที่ความเร็วรอบในการเขย่า 120 
รอบต่อนาที ยีสต์ C. tropicalis TL-F1 สามารถก าจัดสีได้เพียง 57% ภายใน 24 ชั่วโมง จากผลการ 
ศึกษาและบทความที่กล่าวมาข้างต้นเห็นได้ว่า ยีสต์แต่ละสายพันธุ์ต้องการปริมาณของออกซิเจนไม่
เท่ากัน จึงส่งผลต่อความเร็วรอบในการเขย่าในการเลี้ยงเชื้อแตกต่างกันไปด้วย และจากผลที่ ได้ใน
ขั้นตอนการศึกษานี้สามารถสรุปได้ว่า ความเร็วรอบในการเขย่าที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อยีสต์  
P. kudriavzevii คือ 160 รอบต่อนาท ี  
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รูปที่ 4.10 ผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์    
P. kudriavzevii 
4.3.8 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 
จากผลพารามิเตอร์ที่ดีที่สุด จะเห็นได้ว่ายีสต์ P. kudriavzevii  สามารถก าจัดสีได้ 100% 
ภายใน 10 ชั่วโมง ในสภาวะที่มีกลูโคส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร กลูโคส 2 
กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร และซูโครส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 
กรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูปที่ 4.11(A) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้เลือกสภาวะที่จะใช้ในระบบต่อเนื่อง 
(Continuous system) คือ ซูโครส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร และจากรูปที่ 
4.11(B) การเจริญเติบโของยีสต์ P. kudriavzevii ในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 โดยจะเห็นได้ว่า
การเจริญเติบโตในสภาวะที่มีกลูโคส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตรและกลูโคส 2 
กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii เจริญเติบโตได้ดีกว่าในสภาวะ
ที่มซีูโครส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร แต่จะเห็นได้ว่าในสภาวะที่มีซูโครส 2 
กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
(p≥0.05) เมื่อเทียบกับในสภาวะที่มีกลูโคส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร และ
กลูโคส 2 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 1 กรัมต่อลิตร ดังนั้นจึงเลือกสภาวะที่มีซูโครส 2 กรัมต่อ
ลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร ในการศึกษาในระบบต่อเนื่อง (Continuous system) 
ต่อไป  
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รูปที่ 4.11 ประสิทธิภาพในการก าจัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดย (A) เปอร์เซ็นต์
การก าจัดสีย้อม Acid Red 73 (B) การเจริญเติบโตของยีสต์ P. kudriavzevii ที่ความเข้มข้นของสี
ย้อม Acid Red 73 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสภาวะอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบใน
การเขย่า 160 รอบต่อนาที โดยที่ GA (0.5): Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L, GA (1): Glucose 
2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, SA (0.5): Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L และ SA (1): Sucrose 2 
g/L, (NH4)2SO4 1 g/L 
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4.3.9 ผลการก าจัดสีย้อมอะโซด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ในสภาวะท่ีไม่มีอาหาร  
จากการศึกษาการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ในสภาวะทีไม่มีแหล่งอาหาร (ไม่มีแหล่ง
คาร์บอน ไนโตรเจนและสารประกอบอื่น ๆ ที่เป็นองค์ประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin) พบว่ายีสต์ 
P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ได้ 89, 91% ภายใน 10 และ 24 ชั่วโมง 
ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 และจะเห็นได้ว่าแม้ไม่มีแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนและแร่ธาตุ
อาหาร แต่ยีสต์ P.kudriavzevii ยังสามารถก าจัดสีย้อม Acid Red 73 และเจริญเติบโตได้ แสดงว่า
ยีสต์ P.kudriavzevii ใช้แหล่งคาร์บอนที่ได้จากการย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อม จากการศึกษาของ 
Qu et al. (2012) พบว่ายีสต์สามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่ได้จากการย่อยสลายของโมเลกุลของสีย้อม 
แต่การใช้แหล่งคาร์บอนกระบวนการย่อยสลายนั้นจ าเป็นต้องใช้เวลา ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาใน
ครั้งนี้พบว่าการเจริญเติบโตของยีสต์ในช่วงเวลา 2 ชั่วโมง ยีสต์เจริญเติบโตได้น้อย แต่เมื่อเวลาผ่านไป
ที ่4-10 ชั่วโมง การเจริญเติบโตของยีสต์เพิ่มสูงขึ้นพร้อมกับการก าจัดสีไปด้วย และเมื่อระยะเวลาการ
บ าบัดยาวนาวถึง 12-24 ชั่วโมง จะเห็นได้ว่าการก าจัดสีคงที่แต่การเจริญเติบโตของยีสต์ลดลง 
เนื่องจากโมเลกุลของสีย้อมเกิดการย่อยสลายไปเป็นสารที่ยีสต์สามารถใช้ในการเจริญเติบโตได้หมด 
ไม่มีโมเลกุลที่ยีสต์ที่เปลี่ยนเป็นสารที่น าไปใช้ได้อีก จึงส่งผลท าให้การเจริญเติบโตของเชื้อลดลง ดังนั้น
จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถสรุปได้ว่าแม้ไม่มีแหล่งอาหารในระบบยีสต์สามารถก าจัดสีและ
เจริญเติบโตได้ โดยยีสต์จะได้รับแหล่งอาหารจากกระบวนการย่อยสลายของโมเลกุลสีย้อม  (Qu et 
al., 2012) ซึ่งในการย่อยโมเลกุลสีย้อมเกิดจากยีสต์มีการผลิตเอนไซม์ที่สามารถย่อยโมเลกุลของสี
ย้อมและการเกิดกลไกต่าง ๆ ที่ยีสต์สามารถย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อมอะโซให้ได้สารที่น าไปใช้ใน
การสร้างเป็นแหล่งอาหารและพลังงานให้แก่เซลล์ (Tan et al., 2013; Qu et al., 2012) 
   
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 ผลการก าจัดสี Acid Red 73 ในสภาวะที่ไม่มีอาหาร ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
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4.4 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัด
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
4.4.1 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสเปตรัมของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยเทคนิค UV-
Visible spectrophotometry  
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลัง
การบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดยน าสารละลายสีย้อมก่อนบ าบัดและสารละลายส่วนใสหลัง
การบ าบัดที่ผ่านการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง มาสแกนค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 200-800 นาโน
เมตร พบว่าสารละลายสีย้อม Acid Red 73 มีการดูดแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 509 นาโนเมตร 
ขณะที่สารละลายส่วนใสมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นดังกล่าวลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาในการ
บ าบัดเพ่ิมขึ้น จนกระทั่งที่เวลา 8 ชั่วโมง ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับศูนย์ ดังแสดงในรูปที่ 4.13 เมื่อ
เวลาในการบ าบัดเพ่ิมขึ้นค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด (max) ลดน้อยลง เนื่องจาก
บริเวณโครโมฟอร์ (-N=N-) ในโครงสร้างของสีย้อมอะโซถูกย่อยสลายโดยยีสต์ P. kudriavzevii จึงท า
ให้การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 509 นาโนเมตร ลดลงไปด้วย นอกจากที่ความยาวคลื่นดังกล่าว
ลดลงจนหายไปแล้ว ลักษณะของสเปกตรัมบริเวณช่วง Ultraviolet (UV) 200-380 นาโนเมตร สี
ย้อมหลังการบ าบัดมีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของ สเปกตรัมเกิดขึ้นเมื่อเทียบกับสีก่อนบ าบัด (0 
ชั่วโมง) แสดงให้เห็นว่า สีย้อม Acid Red 73 ถูกย่อยสลายและกลายเป็นสารเมตาบอไลท์ตัวอ่ืน ๆ 
อย่างไรก็ตามด้วยวิธีการศึกษานี้ไม่สามารถบอกได้ว่าสารเมตาบอไลท์ที่เกิดขึ้นเป็นสารชนิดใด จึงควร
มีการศึกษาต่อไปด้วยวิธีการอ่ืน คือ FTIR และ GC-MS ซึ่งได้ผลดังแสดงในหัวข้อที่ 4.4.2 และ 4.4.3   
  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.13 รูปแบบการเปลี่ยนแปลงของสเปกตรัมก่อนและหลังการบ าบัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ 
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4.4.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงสเปกตรัมของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยเทคนิค Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลัง
การบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ด้วยเทคนิค FTIR ดังแสดงในรูปที่ 4.14 จาก IR spectrum 
สามารถบ่งบอกถึงหมู่ฟังก์ชันส าคัญที่มีในโครงสร้างของสีย้อมก่อนการบ าบัดและที่เปลี่ยนแปลงไป
หรือเกิดขึ้นหลังการบ าบัด พบว่าสีย้อม Acid Red 73 ก่อนการบ าบัด มีการปรากฏสเปกตรัมของหมู่
ฟังก์ชันที่ส าคัญคือ ที่เลขคลื่น 3439 cm-1 คือ O-H stretching ที่เลขคลื่น 2924 cm-1 คือ C-H 
stretching ของวงอะโรมาติก ที่เลขคลื่น 1734 cm-1 คือ C=C stretching ที่เลขคลื่น 1462 cm-1 
คือ N=N ของสารประกอบอะโซ ที่เลขคลื่น 1246 cm-1  คือ C-N stretching และที่เลขคลื่น 1187 
cm-1 คือ S=O ของหมู่ซัลฟอนิก ดังแสดงในรูปที่ 4.14(A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14 IR spectra ของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัด โดยที่ (A) สีย้อม Acid 
Red 73 ก่อนการบ าบัด (B) สีย้อม Acid Red 73 หลังการบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
จาก IR Spectrum หลังจากการบ าบัดสีด้วยยีสต์ P. kudriavzevii จะเห็นได้ว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของโมเลกุลสีย้อม Acid Red 73 เกิดขึ้นเกิดเป็นสารอ่ืน ๆ เนื่องจากเกิด
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การท างานของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการย่อยสลายสีย้อม ได้แก่ Azoreductase ซึ่งมีหน้าที่
ท าลายหมู่อะโซและจากการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน จึงท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง ซึ่งสามารถ
ท านายได้ว่า โครงสร้างของวงเบนซีนมีการเปลี่ยนแปลงไป โดยพบว่า ที่เลขคลื่น 3424 cm-1 คือ O-H 
stretching ของโครงสร้างที่เกิดการเปลี่ยนแปลง ที่เลขคลื่น 2928 cm-1 คือ C-H stretching ของ
การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณสเปกตรัมลดลง ซึ่งแสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของวงอะโรมาติกใน
โครงสร้างที่เกิดการเปลี่ยนไป ที่เลขคลื่น 1728 cm-1 คือ C=O เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของโครง 
สร้างที่มีการเติมออกซิเจนจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน รีดักชัน ที่เลขคลื่น 1233 cm-1คือ C-N 
Stretching ของคาร์บอนในวงอะโรมาติกที่จับกับไนโตรเจน ที่เลขคลื่น 1129 cm-1 คือ C-O และ ที่
เลขคลื่น 1054 cm-1 คือ C-N Stretching ของคาร์บอนที่จับกับหมู่เอมีน (-NH2) ดังแสดงในรูปที่ 
4.14(B) 
4.4.3 ศึกษาชนิดของสารเมตาบอไลท์ที่เกิดขึ้นในการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 
ด้วยเครื่อง Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) และการท านายวิถีที่
เป็นไปได้ในการย่อยสลายทางชีวภาพของสีย้อม Acid Red 73  
จากผลการวิเคราะห์สีย้อม Acid Red 73 ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส และที่ความเร็วรอบในการเขย่า 160 รอบต่อนาที ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ด้วย 
GC-MS พบสารเมตาไลท์ที่เกิดขึ้นหลังจากการบ าบัดและย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii ดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปแบบของสเปกตรัมที่เกิดขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.16 
จากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS จะแสดงกระบวนการย่อยสลายด้วยกระบวนการอะโซรีดักเทส (Azo 
reductase) ปฎิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน (Oxidation reduction reaction) ดีอะมีเนชัน (Deami- 
nation) ดีซัลโฟเนชัน (Desulfonation) และการแตกของอะโรมาติก (Aromatic ring cleavage) 
(Chan et al, 2012) โดยกระบวนการดังกล่าวท าให้เกิดกระบวนการย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อม 
Acid Red 73 ได้สารเมตาบอไลท์ โดยกระบวนการอะโซรีดักเทสเป็นกระบวนการแรกในการแตก
โมเลกุลของสีย้อม Acid Red 73 เพ่ือให้ได้เป็นอะโรมาติกเอมีน (Aromatic amine) นั่นคือ Aniline 
และ 1,4-amino benzene โดยกลไกการแตกของโมเลกุลดังแสดงในรูปที่ 4.16(A) และ 4.16(B) 
จากนั้นผ่านกระบวนการดีอะมีเนชัน ดีซัลโฟเนชันและการแตกของวงอะโรมาติก  ซึ่งจากการศึกษาที่
ผ่านมาและจากการศึกษาในครั้งนี้สามารถท านายวิถีที่เป็นไปได้ในการย่อยสลายของสีย้อมอะโซด้วย
ยีสต์ P. kudriavzevii โดยกลไกที่เกิดขึ้นดังแสดงในรูปที่ 4.17 และ 4.18 ตามล าดับ 
จากรูปที่ 4.15 จะแสดงลักษณะของพีกที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS โดยสารที่
เกิดขึ้นหลังจากย่อยสลายด้วยยีสต์ P. kudriavzevii จะเห็นได้ว่าที่ Retention time (RT) เท่ากับ 
3.3444 คือ Catechol :ซึ่งลักษณะของพีกที่สูง แสดงว่าในระบบมีปริมาณของโมเลกุลของสีย้อมที่
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เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็น Catechol ได้มาก และที่ RT เท่ากับ 7.3446 คือ Aniline ซึ่งเป็นสารที่เกิด
จากการย่อยโมเลกุลสีย้อมขั้นแรก ได้เป็น Aniline ซึ่งเป็นสารพวกสารอะโรมาติกเอมีน และยังมีพีก
ของสารอื่น ๆ ที่เกิดข้ึน ดังแสดงในรูปที่ 4.15 และในตารางที่ 4.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.15 ลักษณะของพีก (Peak) ที่วิเคราะห์ด้วย Gas Chromatography Mass Spectrometer 
(GC-MS) ของสีย้อม Acid Red 73 หลังการบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
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รูปที่ 4.16 สเปกตรัมที่แสดงน้ าหนักของสารและการแตกของโมเลกุลของสารเมตาบอไลต์หลังจาก
กระบวนย่อยสลายของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดย (A) Aniline (B) 1,4-
aminobenzene (C) Catechol และ (D) 3,7-dihydroxy-octahydro-naphthalene-2,6-dione 
ที่วิเคราะห์ด้วย Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) 
  
(A) 
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(D) 
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รูปที่ 4.16 (ต่อ) สเปกตรัมที่แสดงน้ าหนักของสารและการแตกของโมเลกุลของสารเมตาบอไลต์
หลังจากกระบวนย่อยสลายของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดย (E) 2-hydroxy-
6-oxohexa-2,4-dienoate (F) 2-oxopent-4-enoate และ (G) Pyruvate ที่วิเคราะห์ด้วย Gas 
Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS)  
หลังจากการย่อยสลายสารเมตาบอไลต์ที่เกิดขึ้นเมื่อวิเคราะห์ด้วย GC-MS คือ aniline ที่ 
m/z เท่ากับ [M-2H+] 1,4-diaminobenzene ที่ m/z เท่ากับ [M-H+] ซึ่งเป็นสารประกอบอะโร
มาติกเอมีน และ1-aminonaphthylene-2-hydroxy-3,6-disulfonic acid ซึ่งเป็นสารประกอบอะโร
มาติกเอมีนเหมือนกันแต่การวิเคราะห์ในงานวิจัยนี้ตรวจไม่พบสารนี้ สารเมตาบอไลต์ที่ตรวจพบ
หลังจากการย่อยสลายของสารอะโรมาติกเอมีนคือ 2-hydroxy-6-oxohexa-2,4-dienoate ที่ m/z 
เท่ากับ [M-3H+] 3,7-dihydroxy-octahydro-naphthalene-2,6-dione ที่ m/z เท่ากับ [M+H+] 
และ Catechol ที่ m/z เท่ากับ [M+2H+] ซึ่งสารที่ได้จากการย่อยสลายสารพวกอะมาติกเอมีน เป็น
สารประกอบฟีนอลิก โดยสารประกอบฟินอกถือเป็นสารตั้งต้นที่จะเกิดการเปลี่ยนเป็นอะซิติลโค
(E) 
(F) 
(G) 
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เอนไซม์ เอ โดยสารที่ตรวจพบในการเปลี่ยนเป็นอะซิติลโคเอนไซม์ เอ คือ Pyruvate ที่ m/z เท่ากับ 
[M+H+] และ 2-oxopent-4-enoate ที่ m/z เท่ากับ [M+] ดังแสดงดังตารางที่ 4.5 และการแตกตัว
ของสารแต่ละตัวที่เกิดขึ้นหลังจากการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 ดังแสดงในรูปที่ 4.16(A) และ 
4.16(B) 
ตารางที่ 4.5 สารเมตาบอไลท์ที่พบเมื่อวิเคราะห์ด้วย Gas Chromatography Mass Spectro- 
meter (GC-MS) หลังจากการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ภายใต้
สภาวะที่ใช้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
Compounds 
Retention 
time 
Molar mass 
(g/mol) 
m/z 
Catechol 3.3444 110 108.1 [M-2H+] 
Pyruvate 5.0004 87 88 [M+H+] 
Aniline 7.3446 93 91 [M+2H+] 
2-hydroxy-6-oxohexa-2,4-
dienoate 
8.3266 141 138 [M-3H+] 
1,4-diaminobenzene 9.1356 108 107 [M-H+] 
3,7-dihydroxy-octahydro-
naphthalene-2,6-dione 
22.5733 196 197 [M+H+] 
2-oxopent-4-enoate 23.6087 113 113 [M+] 
หลังจากการวิเคราะห์ด้วย GC-MS สามารถท านายวิถีที่เป็นไปได้ในการย่อย
สลายของสีย้อม Acid Red 73 หลังการบ าบัด โดยเริ่มต้นสีย้อม Acid Red 73 จะถูกเอนไซม์อะโซรี
ดักเทสที่ยีสต์ P. kudriavzevii  ผลิตขึ้นมาภายในเซลล์และปล่อยออกมาข้างนอกเซลล์ (Singh et 
al., 2015) ส่งผลท าให้โมเลกุลของสีย้อม Acid Red 73 เกิดการย่อยบริเวณโครโมฟอร์ -N=N- ของสี
ย้อมอะโซได้สารอะโรมาติกเอมีนคือ Aniline และ 1,4-diaminobenzene หลังจากนั้นจึงเกิดกลไก
อ่ืน ๆ คือ กระบวนการอะโซรีดักเทส (Azoreductase) ปฎิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน (Oxidation 
reduction reaction) ดีอะมีเนชัน (Deamination) ดีซัลโฟเนชัน (Desulfonation) และการแตก
ของอะโรมาติก (Aromatic ring cleavage) (Chan et al, 2012) ท าให้ Aniline และ 1,4-diamino 
benzene เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง โดยกลไกการเกิดและการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างดังแสดง
ในรูปที ่4.17 โดย Catechol สามารถเกดิการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเป็นอะซิติลโคเอนไซม์ เอ ที่เป็น
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สารตั้งต้นในวัฎจักรเครบส์ (Krebs cycle) ได้ โดยการเปลี่ยนจาก Catechol เป็น Acetyl CoA ผ่าน
เอนไซม์ต่าง ๆ ดังแสดงในรูปที่ 4.18 
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รูปที่ 4.17 วิถีที่เป็นไปได้ของการย่อยสลายของสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ที่
วิเคราะห์ด้วย Gas Chromatography Mass Spectrometer (GC-MS) 
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รูปที่ 4.18 กลไกการเปลี่ยน Catechol เป็น Acetyl CoA จากการย่อยสลายของสีย้อม Acid Red 
73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii  
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4.5 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriav zevii 
4.5.1 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดที่มีผลต่อต้นผักบุ้ง 
(Ipomoea aquatica) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19 การเจริญเติบโตของต้นผักบุ้ง (Ipomoea aquatica) (A) การเจริญเติบโตบนจานอาหาร
เพาะเชื้อ (B) ลักษณะการเจริญเติบโตของต้นผักบุ้ง โดย (A-B) i) น้ ากลั่น ii) 50 มิลลิกรัมต่อลิตร iii) 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร iv) 200 มิลลิกรัมต่อลิตร (Acid Red 73 ก่อนการบ าบัด) vi) 50 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร vii) 100 มิลลิกรัมต่อลิตร viii) 200 มิลลิกรัมต่อลิตร (Acid Red 73 หลังการบ าบัด)  
(C) ลักษณะของรากที่ถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศแบบถ่ายภาพได้ (100X) โดยที่ i) น้ ากลั่น ii) Acid 
Red 73 ก่อนการบ าบัด (100 มิลลิกรัมต่อลิตร) iii) Acid Red 73 หลังการบ าบัด (100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
(A) 
(B) 
(C) 
I) 
II) III) IV) 
VI) VII) VIII) 
I) II) III) IV) VI) VII) VIII) 
I) II) III) 
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รูปที่ 4.20 ผลของความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นผักบุ้ง (Ipomoea aquatica) โดยที่ (A) Root 
length (B) Shoot length และ (C) Seeding length    
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รูปที่ 4.21 ผลของความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์ 
P. kudriavzevii ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นผักบุ้ง (Ipomoea aquatica) โดยที่ (D) Dry 
weight (E) Relative seed germination index: (RSGI) (F) %Root inhibition 
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ลักษณะการเจริญเติบของต้นผักบุ้ง (Ipomoea aquatica) จะเห็นได้ว่าต้นพืชที่รดด้วย
สารละลายสีย้อม Acid Red 73 หลังการบ าบัด มีความยาวของรากและยอดที่ยาวมากกว่าต้นที่รด
ด้วยสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ก่อนการบ าบัด เนื่องจากเมล็ดที่เริ่มงอกมีการดูดซับน้ า เป็นผล
ท าให้ใบเลี้ยงพองบวมและเร่งการเกิดเมทาบอลิซึม (Metabolism) ของเอมบริโอ (Embryo) ท าให้
เซลล์เกิดการแบ่งตัวและเพ่ิมขนาดของเซลล์โดยการดูดน้ าเข้ามาภายในเซลล์ในพืช  (ภาควิชาพืช
ศาสตร์, 2543) ดังนั้นจึงจะเห็นได้ว่าเมื่อต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ก่อน
การบ าบัดการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตได้น้อยกว่าเมื่อเทียบกับสารละลายหลังการบ าบัด ดัง
แสดงในรูปที่ 4.19(B) และจากการถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบถ่ายภาพได้ (100X) พบว่าบริเวณ
รากของต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัด เกิดเนื้อเยื่อตาย (Necrosis) เฉพาะบริเวณ
ราก ดังแสดงในรูปที่ 4.19(C) เนื่องจากเกิดจากการได้รับความเป็นพิษจากสีย้อม Acid Red 73 และ
ความเป็นพิษของสีย้อมส่งผลท าให้รากเกิดเนื้อเยื่อตาย แต่บริเวณที่เกิดเนื้อเยื่อตายยังสามารถแบ่งตัว
เพ่ิมจ านวนเพื่อซ่อมแซมเนื้อเยื่อท่ีตายได้ (ภาควิชาพืชศาสตร์, 2543) จากการศึกษาความเป็นพิษของ
สารลายก่อนและหลังการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดยทั้ง 3 ชุดการ
ทดลอง คือ น้ ากลั่น (ชุดควบคุม) สีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัด ที่ความเข้มข้นของ
สารละลาย 50 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร จะเห็นได้ว่าความยาวของรากของต้นพืชที่รดด้วย
สารละลายหลังการบ าบัดจะมีความยาวมากกว่าเมื่อเทียบกับต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อน
การบ าบัด โดยต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนบ าบัด (200 มิลลิกรัมต่อลิตร) มีความยาวราก
เท่ากับ 0.50±0.31 เซนติเมตร ซ่ึงมีความยาวรากน้อยกว่าเมื่อเทียบกับต้นพืชที่ผ่านการรดด้วย
สารละลายหลังบ าบัด (200 มิลลิกรัมต่อลิตร) โดยมีความยาวรากเท่ากับ 1.18±0.24 เซนติเมตร ซึ่งมี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) ดังแสดงในรูปที่ 4.20(A) จากการศึกษาความยาวยอดของ
ต้นพืช พบว่าต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดมีความยาวยอดมากกว่าเมื่อเทียบกับ
ความยาวยอดของต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัด เท่ากับ 1.96±0.22 และ 
1.60±0.27 เซนติเมตร ที่ความเข้มข้นของสารละลาย 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ และเมื่อเทียบ
ที่ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อม 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารละลายหลังบ าบัด 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ความยาวยอดไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ(p≥0.05) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าที่ความเข้มข้นของ
สีย้อมที่ความเข้มน้อย ๆ (50 มิลลิกรัมต่อลิตร) มีความเป็นพิษน้อยกว่าเมื่อเทียบกับความเข้มข้นข้น
ของสีย้อมท่ีสูงถึง 200 มิลลิกรัมต่อลิตร และความยาวต้นนั้นจะสอดคล้องกับความยาวรากและความ
ยาวยอด โดยต้นพืชที่มีความยาวรากและยอดท่ีสูง จะส่งผลท าให้มีต้นที่สูงไปด้วย โดยความยาวต้นดัง
แสดงในรูปที่ 4.20(C) ผลของน้ าหนักแห้งพบว่าต้นพืชที่ผ่านรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัด จะมี
น้ าหนักที่มากกว่าเมื่อเทียบกับต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัด และน้ าหนักแห้งของ
ต้นพืชในชุดควบคุมกับสารละลายหลังการบ าบัดไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≥0.05) 
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เนื่องจากจากกระบวนการย่อยสลายของสีย้อม Acid Red 73 จะได้สารที่เป็นสารพวกฟีนอลิกและ
กรดอะลิฟฟาติก ซึ่งสารทั้งสองสามารถเป็นอะซิติลโคเอนไซม์ เอ ที่สามารถเข้าสู่วัฎจักรเครบส์ ซึ่ง
สามารถสร้างพลังงานและแหล่งอาหารที่พืชสามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโตได้ จึงส่งผลท าให้พืชที่
รดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดจะเจริญเติบดีกว่าชุดควบคุมและสารละลายก่อนการบ าบัด และผล
ของดัชนีการงอกของเมล็ดพืช พบว่าต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนและหลังการบ าบัดมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) ดังแสดงในรูปที่ 4.21(E) และเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของราก พบว่า
ต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัด ที่ความเข้มข้น 100 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เปอร์เซ็นต์
การยับยั้งรากเท่ากับ 53 และ 66% ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับการของ Bharagava et al. (2018) 
พบว่าสารละลายก่อนการบ าบัดเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงถึง 82% เมื่อเทียบกับสารละก่อนการบ าบัด
เพียง 42% จากการศึกษาในครั้งนี้จะเห็นได้ว่าการก าจัดและย่อยสลายสีย้อม Acid Re 73 ด้วยยีสต์
สามารถลดความเป็นพิษของของสีย้อมได้  
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4.5.2 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดที่มีผลต่อต้นถั่วเขียว 
(Vigna radiata) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.22 การเจริญเติบโตของต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) (A) การเจริญเติบโตบนจานอาหารเพาะ
เชื้อ (B) ลักษณะการเจริญเติบโตของต้นถั่วเขียว โดยที่ (A-B) i) น้ ากลั่น ii) 50 มิลลิกรัมต่อลิตร iii) 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร iv) 200 มิลลิกรัมต่อลิตร(Acid Red 73 ก่อนการบ าบัด) vi) 50 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร vii) 100 มิลลิกรัมต่อลิตร viii) 200 มิลลิกรัมต่อลิตร (Acid Red 73 หลังการบ าบัด) (C) 
ลักษณะของรากที่ถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบถ่ายภาพได้ (100X) โดยที่ i) น้ ากลั่น ii) Acid Red 
73 ก่อนการบ าบัด (100 มิลลิกรัมต่อลิตร) iii)  Acid Red 73 หลังการบ าบัด (100 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
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รูปที่ 4.23 ผลของความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii ที่มผีลต่อการเจริญเติบโตของต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) โดยที่ (A) Root length 
(B) Shoot length และ (C) Seeding length   
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รูปที่ 4.24 ผลของความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) โดยที่ (D) Dry weight 
(E) Relative seed germination index: (RSGI) (F) %Root inhibition 
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จากการเจริญเติบโตของต้นถั่วเขียว(Vigna radiata) โดยจะเห็นได้ว่ารากมีการแตกแขนง 
และพบว่าต้นที่ผ่านการรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดจะมีรากที่แตกแขนงมากกว่า เมื่อเทียบกับ
สารละลายก่อนการบ าบัด ดังแสดงในรูปที่ 4.22(B) และจากการถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ
ถ่ายภาพได้ พบว่าบริเวณรากของต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัด บริเวณรากเกิด
เนื้อเยื่อตาย ส่งผลท าให้ความยาวต้นน้อยกว่าเมื่อเทียบกับต้นที่รดด้วยสารละลายหลังการบ าบัด  ดัง
แสดงในรูปที่ 4.22(C) จากการศึกษาความเป็นพิษของสารลายก่อนและหลังการบ าบัดสีย้อม Acid 
Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii จะเห็นได้ว่าความยาวรากของต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนและ
หลังการบ าบัดมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) โดยต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนการ
บ าบัด ที่ความเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร จะมีความยาวของรากเพียง 1.04±0.35 เซนติเมตร ซึ่งมี
ความยาวรากที่น้อยที่สุดเมื่อเทียบกับชุดการทดลองอ่ืน ๆ จากการศึกษาความยาวยอดของต้นพืช 
พบว่าต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยน้ ากลั่น (ชุดควบคุม) จะมีความยาวยอดเท่ากับ 4.99±0.23 เซนติเมตร 
โดยความยาวยอดไม่มีความแตกต่างเมื่อเทียบกับสารละลายหลังการบ าบัดที่ความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มีความยาวยอดเท่ากับ 4.88±0.50 เซนติเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.23(B) และความ
ยาวต้น พบว่าที่ความเข้มข้นของสารละลายหลังการบ าบัดที่ 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลไม่
แตกต่างเมื่อเทียบกับสารละลายหลังการบ าบัดที่ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Bankole et al. (2018) พบว่าความยาวรากและยอดของต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนและหลังการ
บ าบัดมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ โดยความยาวรากและยอดของต้นพืชที่รดด้วยสารละลายหลัง
การบ าบัดมีความยาวมากกว่าเมื่อเทียบกับต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัด  ผลของน้ าหนัก
แห้ง พบว่าต้นพืชที่รดด้วยสารละลายก่อนและหลังการบ าบัด จะมีน้ าหนักเท่ากับ 0.5395±0.01 และ
0.6041±0.01 กรัม ที่ความเข้มข้นของสารละลาย 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่า
น้ าหนักแห้งของต้นพืชที่รดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดมีน้ าหนักมากกว่าเมื่อเทียบสารละลายก่อน
การบ าบัด ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของความยาวราก ยอดและต้น หลังการบ าบัดมีความยาวราก 
ยอดและต้นที่มากกว่าเมื่อเทียบกับสารละลายก่อนการบ าบัด และผลของดัชนีการงอกของเมล็ดพืช
พบว่าพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนและหลังการบ าบัดที่ความเข้มข้น 50 100 และ200 
มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการงอกของเมล็ดเท่ากับ 100% ดังแสดงในรูปที่ 4.24(E) ส่วนเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้งพบว่าพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัดเปอรเซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 21, 25 และ 
45% ที่ความเข้มข้น 50 100 และ200 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.24(F) ซึ่งจะ
เห็นได้ว่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่สูงเมื่อเทียบกับต้นพืชที่รดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดมีเปอร์เซ็นต์
การยับยั้ง 13, 18 และ 17% ตามล าดับ ที่ความเข้มข้นของสารละลายหลังบ าบัด 50 100 และ200 
มิลลิกรัมต่อลิตร 
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4.5.3 การศึกษาความเป็นพิษของสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดที่มีผลต่อต้นผักกาด
กวางตุ้ง (Brassica pekinensis) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25 การเจริญเติบโตของต้นผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) โดย (A) การเจริญเติบโต
บนจานอาหารเพาะเชื้อ (B) ลักษณะการเจริญเติบโตของต้นผักกาดกวางตุ้ง (Acid Red 73 หลังการ
บ าบัด โดยที่ (A-B) i) น้ ากลั่น ii) 50 มิลลิกรัมต่อลิตร iii) 100 มิลลิกรัมต่อลิตร iv) 200 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร(Acid Red 73 ก่อนการบ าบัด) vi) 50 มิลลิกรัมต่อลิตร vii) 100 มิลลิกรัมต่อลิตร viii) 200 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Acid Red 73 หลังการบ าบัด) (C) ลักษณะของรากที่ถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบถ่ายภาพได้ (100X) โดยที ่i) น้ ากลั่น ii) Acid Red 73 ก่อนการบ าบัด (100 มิลลิกรัมต่อลิตร) iii)  
Acid Red 73 หลังการบ าบัด (100 มิลลิกรัมต่อลิตร) ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
(A) 
(B) 
(C) 
I) 
II) III) IV) 
VI) VII) VIII) 
I) II) III) IV) VI) VII) VIII) 
I) II) III) 
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รูปที่ 4.26 ผลของความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) โดยที่ (A) 
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รูปที่ 4.27 ผลของความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์  
P. kudriavzevii ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของต้นผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) โดยที่ (D) 
Dry weight (E) Relative seed germination index: (RSGI) (F) %Root inhibition 
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จากรูปที่ 4.25(A และ B) จะเห็นได้ว่าต้นผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) จะเห็น
ได้ว่าต้นพืชมีการเจริญเติบโต โดยจะสังเกตเห็นรากที่แตกแขนง มีใบเลี้ยงคู่ จากการถ่ายภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบถ่ายภาพได้ (100X) พบว่าบริเวณรากของต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการ
บ าบัด เกิดเนื้อเยื่อตายเฉพาะบริเวณรากและบริเวณรากจะเกิดการรีดท าให้มีขนาดของรากที่มีขนาด
เล็ก ดังแสดงในรูปที่ 4.25(C) จากการศึกษาความเป็นพิษของสารลายก่อนและหลังการบ าบัดสีย้อม 
Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii การศึกษาความยาวรากของต้นพืช พบว่าต้นพืชที่ผ่านการ
รดด้วยน้ ากลั่น (ชุดควบคุม) ความยาวรากไม่มีความแตกต่างเมื่อเทียบกับสารละลายหลังการบ าบัดที่
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูปที่ 4.26(A) ส่วนความยาวยอดพบว่าที่ความเข้มข้น
ของสารละลายหลังการบ าบัดที่ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลไม่แตกต่างเมื่อเทียบกับต้นพืชที่รดด้วย
น้ ากลั่น (ชุดควบคุม) 2.72±0.24 และ 2.77±0.23 เซนติเมตร ตามล าดับ ผลของน้ าหนักแห้งจะเห็น
ได้ว่าต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดจะมีน้ าหนักที่มากกว่า ต้นพืชที่รดด้วย
สารละลายก่อนการบ าบัด เนื่องจากจากกระบวนการย่อยสลายของสีย้อม Acid Red 73 จะได้สารที่
เป็นสารสามารถสร้างพลังงานและแหล่งอาหารที่พืชสามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโตได้ จึงส่งผลท า
ให้พืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดจะเจริญเติบโตได้ดีกว่า ต้นพืชที่ผ่านการรดด้วย
สารละลายก่อนการบ าบัดต้นมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ(p≤0.05) ดังแสดงในรูปที่ 4.27(D) และ
ผลของดัชนีการงอกของเมล็ดพืชพบว่าพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนและหลังการบ าบัดที่ 
100% ทั้ง 3 ความเข้มข้นที่ศึกษา ส่วนเปอร์เซ็นต์การยับยั้งพบว่าพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อน
การบ าบัดมีเปอรเซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 14 และต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัด
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งดพียง 1.6 ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูปที่ 4.27(F) ดังนั้นจะ
เห็นได้ว่าต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายหลังการบ าบัดเปอร์เซ็นต์การยับยั้งน้อยกว่าเมื่อเทียบกับ
ต้นพืชที่ผ่านการรดด้วยสารละลายก่อนการบ าบัดที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p≤0.05) 
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่น้อยบ่งบอกได้ว่าสารละลายเมตาบอไลต์ที่ได้จากการย่อยสลายสีย้อม Acid 
Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii มีความเป็นพิษลดลง อีกท้ังยังเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งอาหาร
ให้พืชเจริญเติบโตอีกด้วย  
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4.6 การศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมอะโซ Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
ในถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง Continuous stirred tank reactor: CSTR) 
4.6.1 การก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ในถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) ด้วย
ยีสต์ P. kudriavzevii  
จากการศึกษาในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) โดยในการทดลองจะท าการ
ป้อนสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ที่อัตราการไหล 4.86 มิลลิลิตรต่อนาที ซึ่งมีค่า Hydraulic 
Retention Time (HRT) เท่ากับ 24 ชั่วโมง โดยจะท าการป้อนสารละลายสีย้อม Acid Red 73 อย่าง
ต่อเนื่องเป็นเวลา 10 วัน พบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ได้มากกว่า 
95% ตลอดระยะเวลาของการทดลอง 10 วัน ที่ความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 100 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และจากวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์ยีสต์โดยพิจารณาจากค่า Optical density ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร พบว่าเมื่อระยะเวลาของการบ าบัดที่ 1 วัน เห็นได้ว่าการเจริญเติบโต
ของยีสต์ P. kudriavzevii เพ่ิมขึ้นอย่างชัดเจน เนื่องจากยีสต์ P. kudriavzevii มีการใช้ซูโครสและ
แหล่งอาหารที่ได้จากกระบวนการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 เป็นแหล่งอาหารในการเพ่ิมและ
แบ่งจ านวนเซลล์ ท าให้มีจ านวนเซลล์ในระบบที่มากเพียงพอ (Qu et al., 2012) ยีสต์ก็จะมีการผลิต
เอนไซม์ เพ่ือย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อม Acid Red 73 ท าให้เป็นโครโมฟอร์ (–N=N-) แตกออกเป็น
สารอะโรมาติกเอมีนและเกิดการย่อยต่อไป ท าให้สารละลายในถังปฎิกรณ์มีเชื้อยีสต์ P. kudriavzevii 
และสีย้อม Acid Red 73 และสารเมตาบอไลต์ที่เกิดขึ้น จะเห็นลักษณะของสารละลายที่เป็น
สารละลายสีชมพู ในขณะที่สารละลายในถังป้อนเป็นสารละลายสีแดง ดังแสดงในรูปที่ 4.28 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.28 ถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) ระดับห้องปฎิบัติการที่ออกแบบส าหรับการบ าบัด
สีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii โดยหมายเลข 1) Feed tank 2) Peristaltic pump 
3) Air pump 4) CSTR 5) Effluent tank  
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รูปที่ 4.29 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ทีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
การเจริญเติบโตของยีสต์ P. kudriavzevii ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) 
4.6.2 ค่าซีโอดีของสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวน
ต่อเนื่อง (CSTR) ก่อนและหลังการบ าบัด ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii  
จากรูปที่ 4.30 พบว่าค่าซีโอดีของสีย้อม Acid Red 73 ก่อนการบ าบัดเท่ากับ 4,417± 
273.2 มิลลิกรัมต่อลิตร และเมื่อผ่านการบ าบัดในช่วงวันที่ 1-5 ค่าซีโอดีลดลงเหลือ 946±0.00, 
632±273.2, 789±273.2, 631±273.2 และ 347±54.6 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ คิดเป็น
ประสิทธิภาพการก าจัดซีโอดีได้เท่ากับ 78, 85, 81, 86 และ 92% ตามล าดับ และเมื่อระยะเวลา
ยาวนานขึ้นถึง 10 วัน ค่าของซีโอดีภายหลังการบ าบัดมีค่าเท่ากับ 641±32.8 คิดเป็นประสิทธิภาพ
ของการก าจัดซีโอดีเท่ากับ 85% ดังนั้นจะเห็นได้ว่าการก าจัดและการย่อยสลายสีย้อม Acid Red 73 
ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ที่มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีที่สูงแล้ว ยังสามารถก าจัดซีโอดีในระบบได้
อีกด้วย  
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รูปที่ 4.30 ค่าซีโอดีและประสิทธิภาพของการก าจัดซีโอดีของสีย้อม Acid Red 73 ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตรด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ก่อนและหลังการบ าบัดในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวน
ต่อเนื่อง (CSTR)  
4.6.3 ปริมาณของแข็งแขวนลอย ก่อนและหลังการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ใน
ระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง (CSTR) ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii  
4.6.3.1 ผลของปริมาณของแข็งแขวนลอยในสารละลายก่อนการปั่น
เหวี่ยง 
จากการศึกษาการหาปริมาณของแขวนลอยในสารละลายสีย้อม Acid Red 
73 ก่อนและหลังการบ าบัดก่อนที่ปั่นเหวี่ยงตัวอย่างด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง พบว่าปริมาณแข็งแขวนลอย
ในสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ก่อนการบ าบัดเท่ากับ 70.7±0.53 และเมื่อผ่านการบ าบัดด้วย
ยีสต์ P. kudriavzevii จะเห็นได้ว่าปริมาณแข็งแขวนลอยลดลง โดยในวันที่ 1-3 วัน มีปริมาณแข็ง
แขวนลอยในสารละลายที่ออกจากระบบเท่ากับ 48.7±0.26, 46.7±0.35 และ 29.3±1.91 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งเห็นได้ว่าเมื่อระยะเวลาผ่านไปของแข็งแขวนลอยจะลดลง โดยที่ 10 วัน 
ปริมาณแข็งแขวนลอยปริมาณเท่ากับ 8.7±0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูปที่ 4.31 
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รูปที่ 4.31 ปริมาณของแข็งแขวนลอยแบบไม่ปั่นเหวี่ยงในสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและ
หลังการบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง  
4.6.3.2 ผลของปริมาณแข็งแขวนลอยในสารละลายหลังการปั่นเหว่ียง 
จากรูปที่ 4.34 พบว่าปริมาณของแข็งแขวนลอยในสารละลายก่อนการบ าบัด
เท่ากับ 70.7±0.53 และเมื่อผ่านการบ าบัดจะเห็นได้ว่าxib,kIแข็งแขวนลอยลดลง ในวันที่ 1-5 วัน มี
ของแข็งแขวนลอยในสารละลายที่ออกจากระบบเท่ากับ 34.7±0.09, 16.0±0.06, 17.3±0.07,  
8.7±0.02 และ 9.3±0.08 มิลลิกรัมต่อลิตร จะเห็นได้ว่าเมื่อระยะเวลาผ่านไปของแข็งแขวนลอยลดลง 
โดยในวันที่ 10 ปริมาณของแข็งแขวนลอยมีเพียง 6.7±0.06 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยการลดลงของ
ปริมาณแข็งแขวนลอยนั้นเกิดจากที่การย่อยสลายโมเลกุลของสีย้อม Acid Red 73 ได้เป็นอะโรมาติก
เอมีน และเปลี่ยนไปสารที่สามารถเปลี่ยนให้อยู่ในรูปที่สามารถใช้เป็นพลังงานและเป็นแหล่งอาหาร 
ส่วนสารพวกอะโรมาติกเอมีและสารประกอบฟีนอลิกและกรดอะลิฟฟาติกที่เหลืออยู่ก็ยังคงมีอยู่ใน
ระบบและเปลี่ยนเป็นสารตัวต่อไปที่เซลล์จะน าไปใช้ จากผลดังกล่าวจะเห็นได้ว่าเมื่อระยะเวลาในการ
บ าบัดยาวนานขึ้นปริมาณของแข็งแขวนลอยในสารละลายลดลงตามระยะเวลาในการบ าบัดที่ยาวนาน 
จากผลดังกล่าวสรุปได้ว่า เมื่อระยะเวลาในการบ าบัดสีย้อม Acid Red 73 ในถังปฏิกรณ์แบบถังกวน
ต่อเนื่อง (CSTR) ยาวนานขึ้นสีย้อมจะถูกเปลี่ยนเป็นสารเมตาบอไลต์ต่าง ๆ ซึ่งยีสต์ P. kudriavzevii 
สามารถน าไปใช้ในระบบเมตาบอลิซึมของเซลล์เพ่ือการเจริญเติบโตได้ ท าให้ปริมาณสารต่าง ๆ ใน
ระบบลดน้อยลง ดังแสดงในรูปที่ 4.32 
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รูปที่ 4.32 ปริมาณของแข็งแขวนลอยแบบปั่นเหวี่ยงในสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ก่อนและหลัง
การบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง 
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บทที ่5  
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  
5.1 สรุปผลการทดลอง 
5.1.1 ยีสต์ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณโรงงานย้อมผ้าบาติกท่ีสามารถบ าบัดสีย้อมอะโซที่ใช้ 
ศึกษาได้ดีที่สุดคือ ยีสต์ไอโซเลต co 6 
5.1.2 ชนิดของสีย้อมอะโซที่ยีสต์ไอโซเลต co 6 สามารถก าจัดสีได้ดีที่สุดคือ Acid Red 73 
ซึ่งสามารถบ าบัดได้ 100% ภายเวลาใน 5 ชั่วโมง 
5.1.3 เมื่อระบุสายพันธุ์ของยีสต์ไอโซเลต co 6 โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
26S rRNA เทียบกับฐานข้อมูล พบว่ายีสต์สายพันธุ์ดังกล่าวคือ Pichia kudriavzevii 
5.1.4 ผลของพารามิเตอร์ต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพในการบ าบัดสี Acid Red 73 ด้วยยีสต์ 
P. kudriavzevii ดังนี้ 
1. ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถบ าบัด Acid Red 73 ที่ความเข้มข้น 25-500 
มิลลิกรัมต่อลิตรได้มากกว่า 99% ภายใน 10 ชั่วโมง และที่ความเข้มข้น 800 และ 1000 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร สามารถบ าบัดได้ 100 และ 99% ที่ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ 
2. ที่ความเข้มข้นของกลูโคสและซูโครส 2-10 กรัมต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii 
สามารถบ าบัดสีได้ 100% ภายใน 10 ชั่วโมง แต่เมื่อความเข้มข้นของกลูโคสและซูโครสสูงขึ้นส่งผลท า
ให้การก าจัดสีเพ่ิมสูงขึ้นด้วย และเมื่อไม่มีแหล่งคาร์บอนดังกล่าวยีสต์ยังสามารถบ าบัดสีได้ 64% 
ภายใน 10 ชั่วโมง 
3. ที่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย 0.5-4 กรัมต่อลิตร ยีสต์ 
 P. kudriavzevii สามารถบ าบัดสีได้ 100 และ 97% ภายในเวลา 10 ชั่วโมง ตามล าดับ แม้ไม่มีแหล่ง
ไนโตรเจนดังกล่าวยีสต์ยังสามารถบ าบัดสีได้ 83% ภายใน 10 ชั่วโมง 
4. ที่ปริมาณของโซเดียมคลอไรด์ 0-10 กรัมต่อลิตร ยีสต์ P. kudriavzevii 
สามารถบ าบัดสีได้ 100% ภายใน 10 ชั่วโมง และที่ปริมาณของโซเดียมคลอไรด์ 20-50 กรัมต่อลิตร 
สามารถบ าบัดสีได้มากกว่า 96% ภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งเห็นได้ว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถทน
ต่อสภาวะที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่สูง (50 มิลลิกรัมต่อลิตร)  
5. พีเอช อุณหภูมิ และความเร็วในการเขย่าที่เหมาะสมคือ พีเอช 4-9, 35 องศา 
เซลเซียส และ 160 รอบต่อนาท ีตามล าดับ 
5.1.5 โครงสร้างของสี Acid Red 73 หลังจากการบ าบัดมีการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นโดย
เปลี่ยนไปเป็นสารเมตาบอไลท์ชนิดอื่น ๆ ทีส่ามารถเปลี่ยนแปลงต่อไปเป็น Acetyl CoA ได้  
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5.1.6 สีย้อม Acid Red 73 หลังการบ าบัดไม่มีความเป็นพิษต่อพืชทีใช้ในการทดสอบเมื่อ
เทียบกับสีย้อมก่อนการบ าบัด 
5.1.7 จากการศึกษาการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อ
ต่อเนื่อง (CSTR) พบว่ายีสต์ P. kudriavzevii สามารถก าจัดสีได้มากกว่า 95% ตลอดระยะเวลาการ
ทดลองต่อเนื่อง 10 วัน ที่ความเข้มข้นของสีย้อม Acid Red 73 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และสาร 
ละลายสีย้อมหลังการบ าบัดมีค่าซีโอดีลดลงเมื่อเทียบกับก่อนการบ าบัด โดยเปอร์เซ็นต์ของการก าจัดซี
โอดีมากกว่า 85% และปริมาณของแข็งแขวนลอยลดลงเมื่อเทียบกับในสารละลายก่อนบ าบัด 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
5.2.1 ยีสต์ที่คัดแยกได้มีประสิทธิภาพในการบ าบัดสีย้อม สามารถน าไปศึกษาต่อยอดได้ 
เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดน้ าเสียที่ปนเปื้อนที่สีย้อมต่อไป 
5.2.2 ในการศึกษาพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ที่คัดแยก
ได้ในช่วงของแต่ละสภาวะสามารถน าไปปรับใช้กับสภาวะในการบ าบัดน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนจากสี
ย้อมได้จริงและยีสต์ที่คัดแยกได้ยังมีความสามารถในการก าจัดสีย้อมในสภาวะช่วงกว้าง 
5.2.3 ผลที่ได้จากการศึกษาในระบบถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื่องสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
การออกแบบระบบที่มีขนาดใหญ่ขึ้นส าหรับการบ าบัดน้ าเสียที่มีการปนเปื้อนสีย้อมในระดับ
อุตสาหกรรม 
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ภาคผนวก ก 
วิธีการวิเคราะห์ 
1. วิธีการตรวจวัดค่าความเป็นพีเอชของดิน 
1.1. น าตัวอย่างดินอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
1.2. ชั่งตัวอย่างดินที่แห้ง 20 กรัม เทลงในบีกเกอร์ แล้วเติมน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร  
1.3. ใช้แท่งแก้วคนดินเป็นเวลา 30 วินาที แล้วพัก 3 นาที ท าอย่างนี้ 5 ครั้ง 
1.4. เมื่อคนดินครบ 5 ครั้งแล้วตั้งทิ้งไว้จนดินในบีกเกอร์ตกตะกอน จะเห็นน้ าใส ๆ อยู่
บริเวณด้านบน 
1.5. จุ่มปลายหัวตรวจวัดพีเอชที่ปรับค่ามาตรฐาน ลงไปในบริเวณน้ าใสๆ 
1.6. เมื่อวัดพีเอชเสร็จแล้ว ใช้น้ ากลั่นล้างปลายหัวตรวจวัดบริเวณที่สัมผัสกับดินให้สะอาด 
และใช้กระดาษทิชชูซับให้แห้ง 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Martin (Qu et al., 2012) 
2.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Martin  
(1) ชั่งส่วนประกอบต่าง ๆ ตามสูตรอาหาร 
(NH4)2SO4 1.0     กรัมต่อลิตร 
KH2PO4                1.0     กรัมต่อลิตร 
MgSO4.7H2O    0.58   กรัมต่อลิตร 
Glucose          10.0     กรัมต่อลิตร 
(2) สารละลายส่วนประกอบต่าง ๆ ของเลี้ยงเชื้อ ในน้ ากลั่นแล้วคนด้วยแท่งแก้ว 
ให้ส่วนประกอบของอาหารละลาย แล้วปรับปริมาตรให้ครบตามสูตรด้วยน้ ากลั่น    
2.2. การเตรียมอาหารแข็ง Martin 
(1) ใช้ส่วนประกอบเช่นเดียวกับ Martin media แล้วเติมผงวุ้น (Agar) 15 กรัม 
ต่อลิตร  
(2) สารละลายส่วนประกอบต่าง ๆ ของเลี้ยงเชื้อ ในน้ ากลั่นแล้วคนด้วยแท่งแก้ว 
ใหส้่วนประกอบของอาหารละลายให้หมด แล้วปรับปริมาตรให้ครบตามสูตรด้วย
น้ ากลั่น 
2.3. การบรรจุอาหารลงในขวด 
(1) บรรจุอาหารที่เตรียมเสร็จแล้วลงในขวด (Duran) หรือหลอดทดลอง โดย 
บรรจุ 1 ใน 2 ส่วนของขวด  
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(2) ปิดขวดด้วยฝาเกลียวให้สนิทแล้วคลายเกลียวออกครึ่งรอบ (การนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้วจึงปิดเกลียวให้แน่น ปิดหลอดทดลอง หรือขวดรูปชมพู่ด้วยแผ่นฟอยล์หรือ
จุกส าลี) 
(3) น าไปก าจัดเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) แบบอัตโนมัต  
2.4. การก าจัดเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย Autoclave แบบอัตโนมัติ 
(1) เติมน้ ากลั่นลงในหม้อ Autoclave 
(2) น าอาหารที่บรรจุไว้ในภาชนะต่าง ๆ ลงวางในหม้อ autoclave 
(3) ปิดฝาหม้อ Autoclave  
(4) ตั้งค่าอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และเวลา 15 นาที  
(5) รอจนกว่าเครื่อง Autoclave ท างานเสร็จ โดยสามารถเปิดฝาหม้อ 
Autoclave เมื่ออุณหภูมิลดลงเหลือ 80 องศาเซลเซียส 
3.การวิเคราะห์ Chemical Oxygen Demand (COD) วิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน APHA 
3.1 การเตรียมสารละลาย 
3.1.1. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.1N k2Cr2O7  
(1) ชั่ง k2Cr2O7 ประมาณ 5.100 กรัม อบท่ีอุณหภูมิ 103 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา2 ชั่วโมง 
(2) น าไปวางไว้ให้เย็นใน Desicator เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
(3) ชั่ง k2Cr2O7  4.931 กรัม 
(4) เติมน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร แล้วคนให้ k2Cr2O7  ละลายให้หมด 
(5) เติม H2SO4 ปริมาตร 167.0 มิลลิลิตร 
(6) เติม HqSO4  33.3 กรัม 
(7) วางทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อ 
(8) ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
3.1.2. การเตรียมสารละลายกรด H2SO4  reagent 
(1) ชั่ง Ag2SO4 22 กรัม 
(2) เติมลงในขวด Concentration H2SO4  ปริมาตร 2.5 ลิตร 
(3) วางทิ้งไว้ 2-3 วัน ก่อนการใช้งาน 
3.1.3. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.05N Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 
(1) ชั่ง Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 19.6 กรัม 
(2) เติมน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร แล้วคนให้ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ละลายให้หมด 
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(3) ปิเปตกรด H2SO4 20.0 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ให้เย็น 
(4) ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
3.1.4. การเตรียม 20% (v/v) H2SO4  
(1) เติมน้ ากลั่นปริมาตร 180 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
(2) ปิเปต H2SO4 ปริมาตร 50.0 เติมลงไปในข้อ (1) แล้วคนให้เข้ากัน 
(3) ถ่ายลงในขวดปริมาตร 250 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรให้ได้ 250 มิลลิลิตร 
3.1.5. การเตรียมเฟอโรอีน (Feroin indicator)  
(1) ชั่ง 1,10-phenanthroline monohydrate (C12H8N2H2O) 1.48 กรัม 
(2) ชั่ง Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4 .7H2O) 0.70 กรัม 
(3) น าสารที่ชั่งจากข้อ (1) และ (2) มาละลายด้วยน้ ากลั่น 
(4) ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร  
3.2 วิธีการทดลอง 
3.2.1 การหาค่าซีโอดี 
(1). ล้างหลอดทดลอง และขวดรูปชมพู่ด้วย 20% (v/v) H2SO4  แล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส ก่อนท าการทดลอง 
(2) เจือจางน้ าตัวอย่างให้อยู่ในช่วงซีโอดี (COD) ที่จะวิเคราะห์ 
(3) ปิเปตสารละลาย 0.1N k2Cr2O7  ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร เติมลงไปในหลอดทดลอง 
(4) ปิเปตตัวอย่างน้ าทีเ่จือจางปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เติมลงไปในหลอดทดลอง 
(5) ปิเปตกรด H2SO4 reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร เติมลงไปในหลอดทดลอง 
(6) ปิดฝาหลอดทดลอง  แล้วน าไปเขย่าให้เข้ากัน 
(7) น าไปอบที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
(8) น ามาวางให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
(9) น าไปไทเทรตด้วย 0.05 Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O โดยใช้เฟอโรอีนเป็นอินดิเคเตอร์ 
(10) จุดยุติจะได้สารละลายสีน้ าตาลแดง 
(11) บันทึกปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
(12) สารละลาย Blank ท าเหมือนกับน้ าตัวอย่างทุกขั้นตอน โดยใช้น้ ากลั่นแทนน้ าตัวอย่าง 
3.2.2 การหาความเข้มข้นของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 
(1) ปิเปตน้ ากลั่น 50.0 มิลลิลิตร เติมลงไปในขวดรูปชมพู่ 
(2) ปิเปตสารละลาย  0.1N k2Cr2O7  ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตรเติม ลงไปในขวดรูป
ชมพู่ 
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(3) ปิเปตกรด H2SO4 reagent ปริมาตร 15.0 มิลลิลิตร เติมลงไปในขวดรูปชมพู่ 
แล้วเขย่าให้เข้ากัน 
(4) วางไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
(5) หยดเฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ 3 หยด 
(6) น าไปไทเทรตด้วย Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O 
(7) จุดยุติจะได้สารละลายสีน้ าตาลแดง 
(8) บันทึกปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ที่ใช้ (มิลลิลตร) 
  การค านวณหาความเข้มข้นของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ดังนี้  
N=[ (0.1) (5)/ ปริมาตรของ Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O ที่ใช้ (มิลลิลิตร)] 
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ภาคผนวก ข 
ผลการวิเคราะห์ 
ตารางท่ี ข1 ผลของความเข้มข้นเริ่มต้นของสีย้อม Acid Red ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii  
Concentration 
(mg/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 24 hr 
25  0±0.002a 65.3±0.013a 91.6±0.002a 95.4±0.001a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
50  0±0.008a 44.2±0.036b 92.4±0.020a 95.1±0.002a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
100  0±0.018a 29.0±0.096c 92.2±0.026a 97.0±0.009a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
200  0±0.045a 35.4±0.193c 81.6±0.008b 99.4±0.002a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
300  0±0.327a 20.4±0.119d 71.4±0.079c 82.4±0.066b 98.5±0.015a 99.2±0.003a 100±0.000a 
500  0±0.156a 8.9±0.949e 26.9±0.131d 32.6±0.012d 75.6±0.289b 98.7±0.036a 100±0.000a 
800  0±0.387a 4.1±0.325e 26.9±0.333d 56.6±0.384d 69.7±0.178c 86.4±0.126b 100±0.000a 
1000  0±0.306a 3.3±0.315e 13.6±0.853e 32.1±1.198e 43.0±0.336d 55.4±1.024c 99.4±0.006a 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข2 ผลของความเข้มข้นของกลูโคส (Glucose) ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
0  0±0.075a 23.1±0.036b 40.5±0.093b 50.9±0.100b 52.0±0.112b 64.6±0.044b 
2  0±0.089a 43.7±0.025a 98.4±0.011a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
5  0±0.045a 46.7±0.116a 98.6±0.002a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
10  0±0.141a 48.2±0.033a 96.9±0.027a 98.1±0.004a 100±0.000a 100±0.000a 
15  0±0.097a 46.2±0.098a 96.4±0.010a 97.1±0.012a 97.7±0.005a 100±0.000a 
20  0±0.026a 44.6±0.006a 96.5±0.005a 96.8±0.006a 97.6±0.009a 100±0.000a 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข3 ผลของความเข้มข้นของซูโครส (Sucrose) ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
0  0±0.075a 23.1±0.036c 40.5±0.093b 50.9±0.100a 52.0±0.112b 64.6±0.044b 
2  0±0.023a 30.3±0.065cd 94.3±0.011a 97.3±0.004a 98.0±0.000a 100±0.000a 
5  0±0.100a 39.3±0.108ab 95.0±0.005a 98.8±0.001a 100±0.000a 100±0.000a 
10  0±0.035a 44.8±0.044a 93.7±0.09a 99.2±0.001a 100±0.000a 100±0.000a 
15  0±0.045a 34.7±0.142ab 95.3±0.008a 98.1±0.027a 99.5±0.001a 100±0.000a 
20  0±0.089a 39.1±0.085ab 94±0.0014a 97.8±0.005a 98.6±0.004a 100±0.000a 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข4 ผลของความเข้มข้นของแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
0  0±0.033a 28.8±0.033ab 73.6±0.046e 73.8±0.107b 75.2±0.047d 83.3±0.011b 
0.5  0±0.045a 40.5±0.228ab 97.6±0.004ab 98.3±0.005a 99.2±0.009ab 100±0.000a 
1  0±0.091a 48.2±0.166b 98.3±0.002a 100±0.010a 100±0.013a 100±0.000a 
2  0±0.083a 45.7±0.056ab 98.1±0.010a 99.6±0.028a 99.2±0.001ab 100±0.000a 
4  0±0.022a 35.9±0.016ab 95.3±0.008b 98.3±0.022a 98.5±0.009ab 100±0.000a 
6  0±0.216a 49.5±0.095a 92.0±0.020d 96.9±0.021a 97.2±0.019c 97.7±0.011a 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
  
108 
109 
 
ตารางท่ี ข5 ผลของความเข้มข้นของยูเรีย (Urea) ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
0  0±0.003a 28.8±0.033b 73.6±0.310c 73.8±0.205b 75.2±0.109b 83.3±0.190c 
0.5  0±0.060a 27.0±0.186b 97.0±0.001a 97.3±0.001a 97.3±0.001a 97.3±0.001b 
1  0±0.038a 31.1±0.032a 97.4±0.020a 98.4±0.002a 98.4±0.002a 98.4±0.002a 
2  0±0.059a 23.7±0.026c 96.9±0.011a 97.9±0.008a 97.9±0.008a 97.9±0.008ab 
4  0±0.030a 15.5±0.099d 97.4±0.009a 97.5±0.010a 98.1±0.006a 98.1±0.006ab 
6  0±0.035a 14.6±0.071d 89.1±0.076b 97.4±0.013a 97.5±0.008a 97.5±0.008b 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข6 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 24 hr 
0  0±0.048a 21.8±0.121a 87.5±0.180a 93.0±0.014b 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
5  0±0.068a 7.4±0.107b 63.3±0.013b 99.8±0.012a 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
10  0±0.071a 9.3±0.020b 14.2±0.010c 85.9±0.001c 100±0.000a 100±0.000a 100±0.000a 
20  0±0.056a 12.2±0.075b 13.6±0.035c 41.6±0.018d 89.3±0.011b 94.2±0.009b 100±0.000a 
30  0±0.088a 4.5±0.036b 6.4±0.040d 7.3±0.010e 40.4±0.084c 74.3±0.053c 97.6±0.057b 
50 0±0.030a 6.2±0.063b 7.0±0.079d 7.7±0053e 11.8±0.053d 34.6±0.068d 96.6±0.040b 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข7 ผลของพีเอชต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
pH 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
4 0±0.093a 30.3±0.030a 92.3±0.010a 96.8±0.001a 96.9±0.013b 96.9±0.011c 
5 0±0.119a 30.8±0.090a 92.8±0.038a 96.3±0.017a 97.3±0.022b 98.6±0.019b 
6 0±0.129a 34.5±0.060a 96.2±0.004a 96.4±0.014a 100±0.000a 100.0±0.000a 
7 0±0.088a 25.5±0.120a 83.4±0.059b  94.5±0.020a 100±0.000a 100.0±0.000a 
8 0±0.071a 28.3±0.126a 71.8±0.045c 93.8±0.019a 100±0.000a 100.0±0.000a 
9 0±0.161a 27.9±0.045a 53.1±0.033d 82.3±0.071b 89.3±0.033c 90.6±0.014d 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข8 ผลของอุณหภูมิต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Temperature 
(°C) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
30  0±0.061a 2.62±0.030b 30.1±0.068b 81.3±0.050b 82.3±0.051b 81.3±0.055b 
 35  0±0.263a 61.0±0.069a 92.6±0.026a 97.1±0.009a 100±0.000a 100±0.000a 
 40  0±0.050a 13.8±0.041c 18.7±0.041c 25.0±0.141c 26.7±0.059c 27.2±0..092c 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
ตารางท่ี ข9 ผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Rotation 
speed (rpm) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
100  0±0.045a 19.7±0.064a 72.4±0.043c 79.0±0.033b 81.3±0.008b 81.9±0.006b 
160  0±0.263a 61.0±0.096b 92.6±0.026a 97.3±0.009a 100±0.000a 100±0.000a 
200  0±0.047a 21.3±0.021a 90.1±0.028b 99.1±0.007a 100±0.000a 100±0.000a 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข10 ผลของพารามิเตอร์ที่เหมาะสมที่สุดต่อการก าจัดสี Acid Red 73 โดยยีสต์ P. kudriavzevii  ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบ 160 
รอบต่อนาที 
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
GA (0.5) 0.0±0.008a 21.8±0.033a 92.4±0.025a 98.8±0.009a 100.0±0.000a 100.0±0.000a 
GA (1) 0.0±0.026a 19.0±0.085a 82.3±0.155a 97.9±0.007a 100.0±0.000a 100.0±0.000a 
SA (0.5) 0.0±0.133a 20.6±0.048a 85.3±0.041a 96.7±0.004a 100.0±0.000a 100.0±0.000a 
SA (1) 0.0±0.024a 8.6±0162b 65.0±0.182b 92.1±0.040b 95.3±0.037b 97.3±0.038b 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
GA (0.5)  : Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L 
GA (1)    : Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 1.0 g/L 
SA (0.5)  : Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L 
SA (1)     : Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 1.0 g/L 
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ตารางท่ี ข11 ผลของการเจริญเติบโตของยีสต์ P. kudriavzevii  ต่อการก าจัดสี Acid Red 73 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาท ี
Concentration 
(g/L) 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 
GA (0.5) 0.139±0.037 a 0.325±0.006a 0.714±0.019a 1.038±0.025a 1.204±0.037a 1.355±0.005a 
GA (1) 0.137±0.019a 0.263±0.022ab 0.689±0.014a 1.017±0.021a 1.198±0.016a 1.325±0.020a 
SA (0.5) 0.133±0.012a 0.211±0.055b 0.630±0.015b 0.863±0.030b 0.951±0.029b 0.941±0.015b 
SA (1) 0.130±0.012a 0.220±0.057b 0.643±0.014b 0.874±0.010b 0.984±0.003b 0.958±0.037b 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในคอลัมน์เดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
GA (0.5)  : Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L 
GA (1)    : Glucose 2 g/L, (NH4)2SO4 1.0 g/L 
SA (0.5)  : Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 0.5 g/L 
SA (1)     : Sucrose 2 g/L, (NH4)2SO4 1.0 g/L 
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ตารางท่ี ข12 ประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อม Acid Red 73 ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii ในสภาวะที่ไม่มีแหล่งอาหาร  
Concentration 
%Decolorization with time 
0 hr 2 hr 4 hr 6 hr 8 hr 10 hr 12 hr 24 hr 
%Decolorization 0.0±0.121 14.0±2.027 32.0±3.000 82.0±2.000 87.6±5.979 89.3±3.315 89.9±4.715 91.3±3.552 
OD600 0.379±0.059 0.159±0.019 0.503±0.010 0.675±0.027 0.756±0.018 0.888±0.029 0.811±0.042 0.729±0.053 
 
ตารางท่ี ข13 ความเป็นพิษของสยี้อม Acid Red 73 ที่มผีลต่อต้นผักบุ้ง (Ipomoea aquatica) ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
Parameter 
 Before declorization After declorization 
control 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 
Root length (cm) 1.99±0.27a 1.33±0.23b 0.92±0.20d 0.50±0.31e 1.34±0.16b 1.42±0.12b 1.18±0.24c 
Shoot length (cm) 2.09±0.25a 1.91±0.31c 1.60±0.27e 1.06±0.13f 1.76±0.15d 1.96±0.22b 1.87±0.21c 
Stem length (cm) 4.08±0.08a 3.27±0.11c 2.53±0.15e 1.56±0.50f 3.09±0.05d 3.38±0.07b 3.06±0.09d 
weight (g) 0.5877±0.03a 0.4352±0.00b 0.4012±0.00bc 0.3540±0.02c 0.5889±0.02a 0.6424±0.02a 0.4589±0.02a 
%RSGI 93.3 57.8 35.6 40.0 93.3 93.3 46.7 
%Inhibition  33.1 53.5 66.7 32.7 28.5 40.5 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในแถวเดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ ข14  ความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ที่มีผลต่อผลของความเป็นพิษที่มีต่อต้นถั่วเขียว (Vigna radiata) ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์ P. 
kudriavzevii   
Parameter 
 Before declorization After declorization 
Control 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 50 mg/L  100 mg/L  200 mg/L  
Root length (cm) 1.91±0.53a 1.51±0.83bcd 1.43±0.57d 1.06±0.35e 1.66±0.39b 1.56±0.49cd 1.37±0.42bc 
Shoot length (cm) 4.94±0.43a 3.59±0.61c 3.63±0.072c 3.53±0.49cd 4.88±0.50a 4.26±0.51b 3.33±0.43d 
Stem length (cm) 6.90±0.38 a 5.10±0.53d 5.60±0.53d 4.59±0.40e 6.54±0.40b 5.82±0.42c 4.77±0.36d 
weight (g) 0.5920±0.06abc 0.4905±0.08ab 0.5395±0.01bcd 0.4281±0.04a 0.5511±0.01bcd 0.6041±0.01cd 0.5804±0.05cd 
%RSGI 100 100 100 100 100 100 100 
%Inhibition  21.1 25.1 44.6 12.9 18.3 15.6 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในแถวเดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางท่ี ข15 ความเป็นพิษของสีย้อม Acid Red 73 ที่มีผลต่อต้นผักกาดกวางตุ้ง (Brassica pekinensis) ก่อนและหลังการบ าบัดด้วยยีสต์ P. kudriavzevii   
 
Parameter 
 Before declorization After declorization 
Control 50 mg/L 100 mg/L 200 mg/L 50 mg/L  100 mg/L  200 mg/L  
Root length (cm) 3.81±0.26a 3.28±0.41b 2.09±0.58d 1.88±0.40f 3.75±0.49a 2.97±0.37c 2.83±0.54f 
Shoot length (cm) 2.77±0.23b 2.60±0.53c 2.29±0.44d 1.97±0.43e 3.40±0.39a 2.72±0.34b 2.78±0.26b 
Stem length (cm) 6.58±0.18b 5.88±0.36c 4.38±0.34d 3.58±0.34f 7.15±0.41a 5.68±0.24c 5.68±0.33c 
weight (g) 0.0254±0.00ab 0.0245±0.00ab 0.0244±0.00ab 0.0205±0.00a 0.0294±0.00b 0.0299±0.00b 0.0304±0.00b 
%RSGI 100 100 100 100 100 100 100 
%Inhibition  13.9 45.1 50.6 1.6 22.2 25.6 
 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันซึ่งก ากับบนตัวเลขในแถวเดียวกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ ข16 ผลของความเข้มข้นเริ่มต้นของสีย้อม Acid Red 73 ยีสต์ P. kudriavzevii สามารถ
ก าจัดสีที่เวลาต่าง ๆ และการเจริญเติบโตของเชื้อในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง 
Time (Day) %Decolorization Optical density (OD600) 
0 0.00±0.000 0.350±0.008 
1 97.1±0.108 1.023±0.021 
2 99.2±0.315 0.976±0.063 
3 97.4±0.125 0.904±0.003 
4 98.4±0.036 0.810±0.002 
5 95.9±0.287 0.810±0.002 
6 97.7±0.063 0.824±0.004 
7 95.6±0.461 0.821±0.013 
8 97.1±0.461 0.762±0.003 
9 96.6±0.253 0.876±0.004 
10 96.0±0.630 0.815±0.008 
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ตารางที่ ข17 ผลของค่าซีโอดีและเปอร์เซ็นต์การก าจัดซีโอดีของสารละลายสีย้อม Acid Red 73 
ในระบบถังปฏิกรณ์แบบถังกวนต่อเนื่อง ก่อนและหลังการบ าบัด ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii 
Time (Day) COD (mg/L) %COD removal 
0 4,417.3±273.2  
1 946.6±0.0 78.6 
2 631.0±273.2 85.7 
3 788.8±273.2 82.1 
4 631.0±273.2 85.7 
5 347.1±54.6 92.1 
6 646.8±287.9 85.4 
7 567.9±95.1 87.1 
8 489.1±27.3 88.9 
9 757.2±245.9 82.9 
10 646.8±32.9 85.4 
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ตารางท่ี ข18 ผลของของแข็งแขวนลอยสารละลายสีย้อม Acid Red 73 ในระบบถังปฏิกรณ์แบบต่อ 
เนื่อง (Continuous system) ก่อนและหลังการบ าบัด ด้วยยีสต์ P. kudriavzevii เปรียบเทียบการ
หาของแข็งแขวนลอยระหว่างแบบไม่ปั่นเหวี่ยงและปั่นเหวี่ยง 
Time (Day) 
Suspended solid (mg/L) 
Non centrifuge Centrifuge 
0 70.7±5.34 70.7±5.34 
1 48.7±2.64 34.7±0.94 
2 46.7±3.46 10.0±0.66 
3 29.3±1.91 17.3±0.07 
4 40.0±2.18 8.7±0.02 
5 32.7±1.87 9.3±0.83 
6 36.7±0.00 6.0±0.79 
7 28.7±2.01 6.7±0.90 
8 2.0±2.91 6.0±4.74 
9 16.7±2.80 10.2±4.86 
10 8.7±3.44 6.7±0.61 
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